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Resumen 
 
El Trastorno de Espectro Autista (TEA) es un desorden del neurodesarrollo con déficits en 
interacción social, comunicación y comportamientos e intereses repetitivos. La etiología 
del TEA presenta tanto componentes genéticos como epigenéticos. Uno de los genes 
fuertemente relacionados es el SHANK3 para el que se han encontrado cambios 
epigenéticos, relacionándolos con sintomatología del TEA. Por otro lado, se sabe que el 
ejercicio físico aeróbico influye en la regulación epigenética y mejoras en aspectos 
cognitivos y motores. El objetivo es evaluar los efectos de un programa de entrenamiento 
aeróbico en la metilación de ADN del gen SHANK3 y en los tiempos de reacción en 
población pediátrica con TEA de la ciudad de Bogotá. Se contó con nueve participantes a 
los cuales se les tomó una muestra de sangre periférica antes y después del 
entrenamiento, y se evaluó el tiempo de reacción antes y después del entrenamiento; el 
entrenamiento aeróbico consistió en 10 semanas, dos días por semana. En los resultados 
se evidenciaron cambios en los tiempos de reacción pre y pos, encontrando una mediana 
de 326ms y 287ms, respectivamente. Para analizar dichos resultados se usó la prueba de 
prueba de Kruskal-Wallis donde no se encontró una diferencia estadísticamente 
significativa (p=0,53). Para el porcentaje de metilación se encontró un patrón de 
hipermetilación en la región analizada con una mediana de 92% y 91% en las mediciones 
PRE y POS respectivamente, y se encontró una diferencia estadísticamente significativa 
en la posición CpG 108 de la isla 2 de SHANK3, con un p=0,036 mediante la prueba de 
Kruskall- Wallis. Este es el primer programa de entrenamiento para población pediátrica 
con TEA y el primer acercamiento a la caracterización epigenética de esta población en 
Colombia, teniendo en cuenta que en otros países se conocen con más precisión datos 
sobre la genética y epigenética del TEA. Es importante continuar desarrollando este tipo 
de investigaciones para fortalecer los diferentes tratamientos que se conocen actualmente 
tanto para el TEA como para otras patologías relacionadas con el neurodesarrollo y la 
neurodegeneración, teniendo en cuenta que el ejercicio físico de tipo aeróbico es un 
potencial modulador del comportamiento epigenético y también de procesos cognitivos. 
Palabras Clave: Epigenética, Metilación de ADN, Ejercicio Físico, Trastorno de 
Espectro Autista, Tiempo de Reacción. 
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Autism Spectrum Disorder (ASD) is a neurodevelopmental disorder with deficits in social 
interaction, communication and repetitive behaviors and interests. The etiology of ASD has 
both genetic and epigenetic components. One of the strongly related genes is SHANK3 for 
which epigenetic changes have been found, relating them to ASD symptoms. On the other 
hand, it is known that aerobic physical exercise influences epigenetic regulation and 
improvements in cognitive and motor aspects. The aim is to evaluate the effects of an 
aerobic training program on the DNA methylation of the SHANK3 gene and the reaction 
times in pediatric population with ASD in the city of Bogotá. There were nine participants 
who had a peripheral blood sample taken before and after training, reaction time was 
evaluated before and after training, and aerobic training consisted of 10 weeks, two days 
per week. The results showed changes in the pre and post reaction times, finding a median 
of 326ms and 287ms, respectively. To analyze these results, the Kruskal-Wallis test was 
used, where no statistically significant difference was found (p = 0.53). For the methylation 
percentage, a hypermethylation pattern was found in the analyzed region with a median of 
92% and 91% in the PRE and POS measurements, respectively, and a statistically 
significant difference was found in position CpG 108 of island 2 of SHANK3 , with a p=0.036 
using the Kruskall-Wallis test. This is the first training program for the pediatric population 
with ASD and the first approach to the epigenetic characterization of this population in 
Colombia, taking into account that in other countries, data on genetics as epigenetics of 
ASD are more accurately known. It is important to continue developing this type of research 
to strengthen the different treatments that are currently known for both ASD and other 
pathologies related to neurodevelopment and neurodegeneration, considering that aerobic 
physical exercise is a potential modulator of epigenetic behavior. 
 
Keywords: Epigenetics, DNA Methylation, Physical Exercise, Autism Spectrum 
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El Trastorno de Espectro Autista (TEA) es un síndrome que se presenta en 1 de cada 68 
niños en USA, según lo indican estadísticas de marzo de 2014 del Centro para el Control 
y Prevención de Enfermedades (1). La prevalencia de este trastorno a nivel mundial, según 
la World Health Organization (OMS), en el 2013, es de 1 a 6 en cada mil (2). En Colombia 
no se conoce la cifra exacta de personas que padecen TEA, en el último censo no son 
incluidas de forma específica, únicamente las nombran dentro del grupo de “personas que 
tienen alguna discapacidad” (1) (3).  Según el Protocolo clínico para el diagnóstico, 
tratamiento y ruta de atención integral de niños y niñas con trastornos del espectro autista, 
elaborado por el Ministerio de Salud y Protección Social, “se estima que aproximadamente 
un 16 % de la población menor de 15 años en Colombia padece algún tipo de trastorno del 
desarrollo, entre ellos los Trastornos del Espectro Autista (TEA)” (4). 
Por otro lado, en países como Estados Unidos, el costo económico del TEA se ha estimado 
anualmente (entre aspectos médicos directos, no médicos directos y productividad), en 
$268 mil millones de dólares en el 2015 y $461 mil millones para el 2025 (5); en el Reino 
Unido se ha estimado que el costo de apoyar los niños y niñas con TEA, es de 2.700 
millones de libras al año, en relación con los servicios requeridos anualmente y la pérdida 
de productividad (6). Asimismo las familias reportan gastos en educación y cuidado, salud 
y servicios comunitarios, y además aquellos relacionados con asistencia a seminarios, 
capacitaciones, adaptaciones al hogar, pérdidas de productividad, entre otras generando 
un costo anual que es de aproximadamente 5.000 libras al año (7). Para Colombia, no se 
encuentran reportados los costos para las familias o para el país, correspondientes a 
apoyar personas diagnosticadas con TEA. 
Se sabe que factores genéticos juegan un papel importante en el autismo. Específicamente 
el gen SHANK 3 es considerado como uno de los genes involucrados en la patología, 
basado en paralelos con modelos en ratón y también en estudios de vinculación familiar 
(8), es un gen  se encuentra involucrado en la formación de sinapsis, específicamente las 
densidades postsinápticas (9).  Dentro de los estudios genéticos de TEA, aunque se ha 
encontrado una alta heredabilidad, la tasa de concordancia entre gemelos monocigóticos 
es entre 60-92%, sugiriendo que, junto con los mecanismos genéticos, los factores 
ambientales contribuyen a la aparición del trastorno, y esto puede lograrse a través de 
varios mecanismos, incluyendo la regulación epigenética (10). Zhu, et al, analizaron los 
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patrones de metilación de ADN en el gen SHANK3 en el TEA, encontrando un patrón de 
metilación diferencial, con tendencia a la hipermetilación en las islas CGI-2 y CGI-4 en 
aproximadamente el 15% de tejidos cerebrales de TEA, concluyendo que hay una 
asociación patológica entre la alteración de metilación de ADN y expresión de SHANK3 en 
el cerebro y la susceptibilidad de TEA (11). 
Las principales características del TEA son deficiencias en las habilidades de 
comunicación, presencia de intereses restringidos y conductas repetitivas (12). Dados los 
problemas a nivel social y comunicativo en esta población se ha dejado de lado el déficit 
motor que también presentan. Estudios recientes revelan que dichos déficits también son 
fundamentales en la presentación de este trastorno ya que cuando no son tratados a 
tiempo pueden dar lugar a alteraciones físicas a largo plazo (13). Además, dicha dificultad 
para coordinar la información sensorial con la ejecución de movimientos podría ser la 
responsable de la reducción en atención social y así afectar el desarrollo comunicativo y 
emocional (14). Además, dichas alteraciones se han relacionado con el hecho que se 
encuentra alterada la morfología y funcionamiento del cerebelo y sus redes neuronales y 
que esto a su vez influye en los principales síntomas observados en el autismo, teniendo 
en cuenta las diferentes funciones que se le atribuyen a este (15) (16) (17) (18) (19).  
 
Ahora, en los últimos años se han reportado diferentes efectos que tiene el ejercicio físico, 
tanto de tipo aeróbico como de resistencia, en diferentes áreas como por ejemplo la 
cognitiva-motora (20)(21)(22)(23)(24) y la epigenética, donde en estudios como el de King-
Himmelreich, et al, han encontrado que el ejercicio de resistencia tiene un efecto en la 
metilación de sitios CpG en el gen AMPKa2 y no a nivel global  (25). Así mismo, Sølvsten, 
et al, analizaron la expresión de ARN mensajero de VegfA en el hipocampo y en la corteza 
frontal en ratones después de dos semanas de ejercicio físico encontrando hipometilación 
discreta de ADN en sitios CpG, ejemplificado en uno de éstos sitios encontrados en un 
elemento de recognición del factor de transcripción Sp1/Sp3 del promotor VegfA (26). Por 
su parte, Kashimoto et al, evaluaron el efecto del ejercicio físico en la metilación del ADN 
global y la expresión de Dnmt1 en el cerebro de ratas, observando que hay aumento en la 
metilación en el hipotálamo en los animales que son físicamente activos (27). 
 
13  Introducción 
 
En Colombia no se han realizado suficientes estudios con relación al TEA, de hecho, no 
se conoce la cifra exacta de personas que están diagnosticadas con alguno de los 
trastornos dentro del espectro. Asimismo, aún no se tiene claridad acerca de los 
mecanismos por los cuales se produce la enfermedad y mucho menos de qué medidas 
deben tomarse para reducir las alteraciones funcionales que produce en las personas que 
la padecen.  
Teniendo en cuenta lo descrito anteriormente, se ve la necesidad de conocer si el ejercicio 
físico de tipo aeróbico tiene un efecto tanto en la metilación de ADN en un gen específico 
como en el desempeño en una tarea de tiempo de reacción motora relacionada con la 
anticipación. En relación a esto, se han reportado estudios donde la actividad física 
promueve cambios a nivel cognitivo y motor en niños con desarrollo típico y con TEA, y 
además se ha descrito que los factores epigenéticos tienen un potencial de modulación y 
reversibilidad que permiten cambios a nivel fenotípico que en este caso se evidenciarían 
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1. Capítulo 1: Marco referencial 
 
1.1. Planteamiento del Problema 
 
El Trastorno de Espectro Autista (TEA) se caracteriza por ser un desorden del 
neurodesarrollo con fuertes bases genéticas (28), que presenta -entre otros- bajo 
rendimiento en tareas motoras y déficit anticipatorio que podría ser explicado por 
deficiencias en la construcción de las representaciones internas y en el dominio de los 
parámetros de tiempo, basados en alteraciones del desarrollo cerebelar (16) (29). Se ha 
sugerido que entre el 21-100% de los niños con TEA presentan un número de diferentes 
déficits motores, lo que sugiere que el deterioro motor es significativo pero variable entre 
esta población (18). Se ha descrito también que el control de la anticipación en la eferencia 
de fuerza está alterada incluso cuando la coordinación de varios grupos musculares no es 
requerida (19). 
Los déficits en la anticipación limitan la capacidad de los individuos para constituir 
movimientos iniciales precisos y dado esto los procesos de retroalimentación sensorial 
tendrían que compensar la dirección del movimiento hacia el objetivo deseado. Dado el 
retraso en la retroalimentación sensorial las correcciones de movimiento no pueden ser 
óptimas; esta alteración contribuiría a reducción en la precisión o aumento en la 
variabilidad de la eferencia motora (30); de igual forma, se sabe que la anticipación está 
involucrada en la ejecución de movimientos hacia un objetivo integrado en el entorno y el 
desarrollo de ésta es esencial para un adecuado desarrollo motor (29). 
Por otro lado, es conocido que el ejercicio aeróbico tiene incidencia en la mejoría en el 
desempeño de funciones ejecutivas y el rendimiento en diferentes tareas cognitivas y 
motoras; los estudios se han realizado en población sana y en diferentes rangos de edad 
(20) (31) (32) (33). Específicamente para el autismo, se han reportado estudios donde 
niños con TEA reciben un entrenamiento específico basado en ejercicio aeróbico o de otro 
tipo, pero dichos estudios no muestran resultados concluyentes y sistemáticos en cuanto 
a la prescripción del ejercicio e  instrumentos con los que se miden los resultados ya sea 
en el ámbito cognitivo, motor o a nivel molecular (23) (34) (35). Además de los cambios a 
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nivel comportamental y cognitivo, los cambios dados gracias al ejercicio físico pueden ser 
relacionados con cambios a nivel epigenético que se mantienen en el tiempo (25) (26).  
Actualmente, en Colombia, no se han realizado estudios que involucren a la población 
pediátrica con TEA donde se observen los posibles efectos de un entrenamiento físico de 
tipo aeróbico a nivel epigenético y de desempeño en una tarea. Por lo tanto, en este estudio 
se propone analizar los cambios a nivel epigenético en SHANK 3 y en la anticipación de 
movimiento medida en tiempos de reacción después de un entrenamiento de tipo aeróbico 
en una población pediátrica con diagnóstico de trastorno de espectro autista. 
 
1.2. Pregunta de investigación 
 
¿Cuál es el efecto de un entrenamiento aeróbico en el tiempo de reacción y en la metilación 
de ADN en el gen SHANK 3 en una población pediátrica de 7 a 11 años con diagnósticos 
dentro del Trastorno de Espectro Autista que cumplan con una puntuación menor a 36 en 
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Analizar los efectos de un programa de entrenamiento aeróbico en la metilación de ADN 
en el gen SHANK3 y en los tiempos de reacción motora en una muestra de población 
pediátrica con diagnósticos dentro del Trastorno de Espectro Autista de la ciudad de 
Bogotá. 
Específicos 
- Caracterizar la población pediátrica con diagnóstico de TEA según la Escala de 
Valoración de Autismo Infantil (CARS). 
- Establecer el tiempo de reacción motora antes y después del entrenamiento 
aeróbico.  
- Identificar el porcentaje de metilación en el gen SHANK3 antes y después del 
entrenamiento aeróbico. 
- Correlacionar el nivel de metilación en el gen SHANK3 y el desempeño en la tarea 
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2. Capítulo 2: Marco teórico 
 
 
El Trastorno de Espectro Autista (TEA) es un desorden del neurodesarrollo que presenta 
déficits en distintas áreas, uno de éstos es la alteración en el desempeño y aprendizaje de 
tareas motoras, relacionado con la alteración a nivel cerebelar que se ha encontrado de 
forma constante en esta población. El TEA tiene una etiología genética fuerte, pero ésta 
no es del 100% por lo cual se piensa también en una influencia ambiental. De esta forma, 
se plantea que la epigenética tiene un papel importante en el desarrollo de la patología. 
Uno de los genes que se ha encontrado fuertemente relacionado con el TEA es el 
Figura 1.Regulación epigenética, Actividad Física aeróbica y TEA 
Fuente: Autora del estudio 
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SHANK3, un gen implicado en el desarrollo y formación de sinapsis en varios lugares del 
sistema nervioso central incluido el cerebelo, que como se nombró anteriormente, es una 
de las estructuras que se ven principalmente afectadas en el trastorno. Dentro de los 
estudios con este gen, se han encontrado cambios epigenéticos -específicamente aquellos 
relacionados con la metilación de ADN- en diferentes islas CpG, que se relacionan con 
sintomatología del TEA. 
Existen diferentes tipos de intervenciones dentro del tratamiento que se da a la población 
con TEA, pero poco se sabe acerca de cómo la actividad física de tipo aeróbico podría ser 
útil en el manejo del trastorno. Se conoce que este tipo de intervenciones en población con 
desarrollo típico presenta efectos en el desempeño en diferentes tareas tanto motoras, 
como cognitivas y de atención. Por otro lado, también se ha relacionado la actividad 
aeróbica con la regulación epigenética. Específicamente en el TEA, no se ha investigado 
profundamente acerca del efecto que puede tener el ejercicio de tipo aeróbico en los 
déficits que presentan, y tampoco si el entrenamiento pudiese tener efectos en la 
metilación de genes implicados en el trastorno. 
En la figura 1 se muestran las relaciones teóricas creadas a partir de la revisión teórica 
realizada, que permite entender el direccionamiento del proyecto. A continuación, se 
presenta dicha revisión acerca de cada uno de los aspectos nombrados anteriormente, y 
las relaciones existentes entre ellos. 
 
2.1. Trastorno de Espectro Autista (TEA) 
 
El Trastorno de Espectro Autista (TEA) es un desorden del neurodesarrollo que tiene 
fuertes bases genéticas, una etiología heterogénea y diversas presentaciones clínicas. Sus 
principales síntomas son: Déficit en interacción social y comunicación, comportamientos o 
intereses repetitivos (28). El TEA es un síndrome que se presenta en 1 de cada 68 niños 
en USA, según lo indican estadísticas de marzo de 2014 del Centro para el Control y 
Prevención de Enfermedades (1). La prevalencia de este trastorno a nivel mundial, según 
la World Health Organization (OMS), en el 2013, es de 1 a 6 en cada mil (2). 




A través de la historia, diferentes periodos reflejan discusiones alrededor de los trastornos 
clasificados como autistas y de su clasificación en sistemas publicados hace 
aproximadamente 30 años, tales como el CIE-10, DSM-III y IV. El término como tal aparece 
en 1911, hacia la segunda guerra mundial, y cuando se instauraba la CIE-5 el autismo se 
encontraba dentro de psicosis esquizofrénicas del adulto. Ya en 1980 se publicó la tercera 
edición del Manual Diagnóstico y Estadístico (DSM-III), que daba importancia a síntomas 
fundamentales para diagnosticar la esquizofrenia, disminuyendo lo que se tenía hasta este 
entonces del autismo. Después de la segunda guerra mundial dos autores hicieron 
importantes aportes para la piscopatología infantil, específicamente del autismo, 
describiendo diferentes casos observados en sus respectivos estudios: Léo Kraner, quien 
describió el autismo típico: retrasos en lenguaje y aislamiento en niños pequeños, y Hans 
Asperger quien lo describió en adolescentes. Los dos síndromes descritos están en la 
misma categoría tanto en la CIE-10 como en el DSM-IV (36).  
En el 2013 se publicó una nueva versión del DSM, siendo ahora DSM-V. En ésta se elimina 
la clasificación por ejes como se encontraba en el DSM-IV (autismo, síndrome de Asperger, 
trastorno generalizado del desarrollo no especificado), y se fusionan en un único trastorno: 
Trastorno del Espectro Autista, tratando de enfatizar en la dimensionalidad de éste y las 
áreas afectadas. De igual forma los criterios diagnósticos también son modificados: “Las 
dimensiones referidas a las alteraciones en la interacción social recíproca y la 
comunicación y el lenguaje se fusionan en una única categoría y se reorganizan las áreas 
de alteración que recogen los síntomas concretos. En el repertorio restringido de conductas 
e intereses destaca la incorporación de las alteraciones sensoriales como área de 
alteración” (37).  
El autismo, que se usa como una abreviatura del TEA, no es realmente una enfermedad 
ya que no tiene una causa biológica única, es un síndrome de comportamiento definido en 
la vida temprana, con síntomas que reflejan muchas influencias biológicas y ambientales 
que se manifiestan de forma diferencial en cada individuo y que dan forma a su desarrollo 
(18). Hacia 1980, diversos estudios demostraron que el autismo es un trastorno altamente 
genético con heredabilidad de 0.85-0.92. También, que el riesgo de recidiva aumenta 
cuando en la familia hay dos o más niños afectados. En ese sentido, se han realizado 
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esfuerzos para identificar los genes que causan o aumentan el riesgo de desarrollar 
autismo, y actualmente hay una gran cantidad de “genes candidatos” pero algunos se han 
vuelto de particular interés dadas sus características (9). 
Los estudios en gemelos, hermanos de alto riesgo, familias y poblaciones han estimado 
una tasa de concordancia del 60-70% en gemelos monocigotos y de 5-30% en hermanos. 
Lo anterior está de acuerdo con un estudio donde se observa una tasa de recurrencia del 
18% en hermanos pequeños y 33% en familias multiplex. Actualmente se cree que más 
del 50% del riesgo de desarrollar el trastorno se atribuye a variaciones genéticas. A pesar 
de los diferentes estudios que se han realizado para el descubrimiento y validación de 
genes causantes del TEA no ha sido posible identificar un único gen implicado: “el TEA es 
uno de los trastornos del neurodesarrollo más heterogéneos, con una gran variación 
observada en las manifestaciones conductuales y los perfiles cognitivos, lo que hace que 
la determinación del factor de riesgo genético más importante sea extremadamente difícil” 
(38). 
Dentro de las causas genéticas del TEA están las anomalías cromosómicas visibles 
citogenéticamente (5%), variantes de número de copias (CNVs), deleciones y 
duplicaciones submicroscópicas y trastornos de un solo gen. Los CNVs más frecuentes se 
dan en 15q en la región Prader Willi/Angelman, específicamente en una duplicación 
intersticial 15q11-q13. También Se ha reportado autismo en otros trastornos 
cromosómicos sexuales, aunque no parece haber una asociación significativa. Por otro 
lado, se han identificado desequilibrios genómicos de novo clínicamente relevantes en el 
7-20% de los individuos con autismo de causa desconocida, por ejemplo, un estudio de 
CNV, utilizando 550.000 marcadores de SNPs en una cohorte de 859 individuos con TEA 
y 1.409 niños sanos de ascendencia europea reveló cambios genómicos patógenos en los 
genes que codifican moléculas neuronales de adhesión celular y genes implicados en las 
vías de la ubiquitina. De igual forma, se tiene conocimiento de ciertos síndromes que son 
nombrados como “autismo de etiología conocida”, algunos de éstos son: Síndrome de Rett, 
X frágil y Joubert.  Para buscar genes candidatos se realizan estudios de asociación y de 
genoma completo, donde algunos de los genes que se han planteado como candidatos 
son: Neuroglin -3 (NLGN3), Neuroglin- 4 (NLGN4) y SHANK3 (9) (39). 
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Se han identificado mutaciones en genes que codifican neurotransmisores y proteínas 
asociadas con sinapsis en pacientes con TEA. Dichas mutaciones se han identificado en 
factores de remodelación de cromatina tales como las enzimas modificadoras de histonas 
y las helicasas de cromodominio en TEA congénito. Estos hallazgos sugieren que el TEA 
puede ser reconocido como un "trastorno sináptico y de remodelación de la cromatina". En 
este sentido se ha encontrado que factores como el “candidato 2” de susceptibilidad para 
autismo, que es una proteína que participa en migración neuronal en el cerebro en 
desarrollo, puede estar implicada en el desarrollo del TEA cuando se presentan 
mutaciones, y así mismo este factor forma complejos represivos donde se altera la 
expresión de genes implicados en neurodesarrollo como el neurocan, lo que sugiere que  
“la interacción estrecha entre las moléculas neuronales y las moléculas epigenéticas es 
importante para el desarrollo normal del cerebro y el fracaso de esta interacción está 
potencialmente asociada con los TEA” (40). 
 
Dentro de esta población hay un déficit en la integración multisensorial, partiendo de que 
la “red neuronal por defecto” o  Default Mode Network del cerebro está inmadura y de esta 
forma la integración intermodal se ve afectada y resulta en una colección de fragmentos 
aislados en vez de una percepción global coherente (41). El déficit sensorial encontrado 
puede influir en el proceso de aprendizaje, ya que estudios realizados manifiestan que los  
sentidos táctiles y propioceptivos se encuentran mejor desarrollados que la visión al 
controlar movimientos (13) (42). Otro de los principales síntomas está en el dominio socio-
comunicativo el cual incluye un contacto visual atípico, dificultad para leer expresiones 
faciales y entendimiento de emociones sociales (43).  
Por otro lado, dentro de los hallazgos más consistentes en esta población está el bajo 
rendimiento en tareas motoras y gestos; los niños con autismo presentan déficit en la 
respuesta a un comando y uso de herramientas, dichos problemas pueden ser secundarios 
a un problema fundamental con la adquisición de habilidades motoras (44).   
La alteración en el aprendizaje de tareas motoras, control óculo-motor y función ejecutiva 
se ha relacionado con daños en las conexiones del núcleo caudado, “existen patrones de 
conectividad atípicos que sugieren una conectividad funcional organizada ineficientemente 
entre el núcleo caudado  y la corteza cerebral” (45). Otro hallazgo importante es que los 
niños con autismo muestran una preferencia por el procesamiento visuo-espacial, más que 
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temporal, y esta preferencia puede impartir un rendimiento superior en tareas que 
requieren claves o códigos espaciales; esto fue mostrado en el trabajo de Horlin et al., 
donde estudiaron el tiempo de fijación visual en una tarea específica encontrando que los 
niños con TEA presentaron menos tiempo de fijación respecto al grupo control aunque eso 
no se relacionó con diferencias en el rendimiento de la tarea:  “esto sugiere no una ventaja 
de procesamiento, sino una ventaja de precisión” (46). En relación con lo anteriormente 
nombrado, otros estudios también han demostrado que las personas con TEA presentan 
una mejor discriminación visual y mejor desempeño en tareas de búsqueda visual (47). 
 
Las diversas alteraciones en el TEA están correlacionadas con anomalías a nivel 
anatómico. En algunas investigaciones han determinado que éstas se localizan 
principalmente en el cerebelo, en el hipocampo, amígdala, en los lóbulos frontales y otras 
estructuras.  Así mismo, estas anormalidades conllevan a disfunciones en las redes 
neuronales que pueden verse evidenciadas como una hiperactividad en respuesta a la 
entrada sensorial (48). Como se señaló anteriormente, la alteración en el cerebelo es una 
de las más relacionadas con el desarrollo de TEA. Ésta estructura se ve implicada en 
diversas funciones tanto motoras como cognitivas, específicamente aquellas relacionadas 
con generar y mantener modelos internos los cuales son representaciones internas de la 
dinámica del movimiento corporal; se ha demostrado, en estudios con modelos animales, 
que éstos circuitos se encuentran afectados en autismo y que el cerebelo almacena una 
memoria motora en forma de modelos internos (49) (50). 
En estas funciones del cerebelo puede darse lo que se conoce como el error sensoriomotor 
el cual es la diferencia entre el comportamiento previsto y el resultado observado. Este 
proceso se utiliza para actualizar los comandos feedforward y calibrar modelos internos o 
representaciones de la dinámica del cuerpo o de la interacción física con el medio 
ambiente. Fautrelle, et al., encontraron que al manipular la posibilidad de predicción sobre 
el peso de un objeto, hay diferencias en la respuesta de sujetos con los ojos vendados y 
no vendados, lo que podría estar involucrado en la predicción cognitiva (en lugar de 
predicción sensorial), sobre el peso de la pelota (50). 
Específicamente, la alteración motora evidenciada en los niños con TEA se ha relacionado 
con la disminución en el tamaño cerebelar (visto en cerebros autistas postmortem). En su 
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estudio, Allen et al., examinan la función cerebelar durante una tarea motora simple en 
sujetos con y sin autismo encontrando activación en el hemisferio cerebeloso anterior y en 
el hemisferio lobular VI ipsilateral a la mano en movimiento en los dos grupos, pero en 
términos estructurales las medidas para los cerebelos autistas fueron 12% más pequeñas 
de lo normal y además las regiones contralaterales y cerebelares posteriores no asociadas 
con tareas motoras se vieron anormalmente activas sugiriendo que las diferencias 
funcionales observadas eran un reflejo de la anomalía anatómica cerebelosa (17). 
Mofotsky et al, tomaron una población de 13 niños con autismo de alto funcionamiento y 
13 con “desarrollo típico”, y midieron la activación neuronal mediante fMRI durante el 
tapping secuencial de los dedos encontrando inicialmente activaciones corticales 
esperadas asociadas con ejecución: corteza sensorimotora primaria contralateral, tálamo 
contralateral, cerebelo ipsilateral, área motora suplementaria (SMA); pero los niños con 
autismo presentaron mayor activación en SMA y disminución en conectividad en la red de 
ejecución motora lo que podría explicar la pobre coordinación en el circuito necesaria para 
automatizar los patrones motores (51).  
Varios autores plantean la hipótesis de que las personas con TEA compensan sus déficits 
en el control anticipatorio ralentizando sus movimientos, permitiendo más tiempo para 
procesos de retroalimentación sensorial (52). Se han encontrado también déficits en el 
control sostenido de movimientos de alcance en TEA evidenciándose menos capacidad 
para procesar e integrar simultáneamente información multisensorial, es decir, un retraso 
en la ejecución del movimiento para alcanzar un objetivo (53).  
Schmitz et al, llevaron a cabo un estudio en el que observaron el déficit anticipatorio de los 
niños con autismo, encontrando que hay un aumento en la duración de la descarga en 
niños con TEA y relacionaron estos resultados con un uso de control mediante feedback 
en lugar de feedforward, que podría ser explicado por las deficiencias tanto en la 
construcción de las representaciones internas como en el dominio de los parámetros de 
tiempo (29). 
De igual forma, al analizar la cinemática del alcance y agarre en movimientos de 
prehensión en niños de 4 y 5 años con diagnóstico de TEA sin discapacidad intelectual, se 
observa que para la primera fase de la prehensión, basada en anticipación (feedforward), 
es probablemente deficiente (54). Por su parte, Rinehart, et.al, encontraron en su estudio 
que en grupos de niños diagnosticados con autismo y Asperger hay anomalías en la 
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preparación de movimiento y dicha preparación pareció carecer de un patrón anticipatorio 
normal específicamente en el grupo de autismo: “los individuos con autismo mostraron una 
falta de anticipación al preparar los movimientos, y los individuos con trastorno de Asperger 
mostraron un déficit en la programación motora que ocurre después de un movimiento 
inesperado” (55). Se ha descrito que el anticipar la evolución de una situación permite 
facilitar los procesos de toma de decisiones, reduciendo los tiempos de reacción que son 
largos normalmente (56). 
La anticipación resulta ser necesaria para el desarrollo de diferentes habilidades como la 
formación de modelos internos que son necesarios para desarrollar una amplia gama de 
habilidades motoras e imitar e interpretar las acciones de otros que resultan importantes 
en la interpretación de las intenciones de los demás y en generar comportamientos 
socialmente apropiados durante la interacción social y dichas respuestas anticipatorias, se 
han visto reducidas en niños diagnosticados con TEA (57). 
Finalmente, “la velocidad de reacción, medida por el tiempo de reacción, evaluadas por el 
éxito de la reacción, se basa fundamentalmente en la capacidad de la anticipación” (58). 
El tiempo de respuesta de forma predictiva se refleja en el comportamiento motor debido 
a las regularidades temporales en la ocurrencia de eventos del estímulo, es decir, cuando 
son con un ritmo regular el rendimiento motor es predictivo si el tiempo de respuesta es 
rápido en relación a estímulos de ritmo irregular (59).  
Dentro de la medición del tiempo de reacción se pueden dar respuestas anticipatorias, 
definidas por debajo de los 100ms, entendiendo que son respuestas planificadas e 
iniciadas antes de la aparición del objetivo; esta capacidad de anticipación sirve como 
índice de precisión de las respuestas motoras voluntarias iniciadas por omisión de la guía 
sensorial externa (59).  




25     Capítulo 2. Marco Teórico 
                                          
2.2. Gen SHANK3  
 
La familia de proteínas SHANK se encuentra en grandes cantidades en la densidad 
postsináptica, estas son: Shank1/ proline‐rich synapse‐associated protein 3 (ProSAP3), 
Shank2/ proline‐rich synapse‐associated protein 1 (ProSAP1), and Shank3/ proline‐rich 
synapse‐associated protein 2 (ProSAP2); específicamente, se encuentran en sinapsis 
excitatorias en el hipocampo y en la corteza. Estas proteínas presentan patrones 
diferenciales de expresión en términos temporales, se ha reportado que SHANK2 se 
expresa de forma temprana, seguido de SHANK3 y finalmente SHANK1, a su vez se 
consideran reguladoras de la función postsináptica donde interactúan con diferentes 
moléculas como por ejemplo los receptores de glutamato, las proteínas estructurales y el 
citoesqueleto de actina (60). 
 
Concretamente, el gen SHANK3 conocido como ProSAP2, se encuentra localizado en 
22q13.3, tiene 22 exones y expresa 60 kb de ADN genómico. SHANK 3 es una proteína 
de andamiaje implicada en la densidad postsináptica (PSD),  que al parecer se une a 
neuroglinas y neurexinas formando un complejo en las sinapsis glutamatérgicas; este gen 
fue identificado en primera en instancia en ratas y después en los humanos, expresado 
principalmente en corteza cerebral y cerebelo (36). Se han identificado variantes de 
secuencia de novo que incluyen mutaciones de sentido erróneo, de desplazamiento de 
marco y de empalme a través de todos los exones codificantes de SHANK3 en ~ 0,5% de 
pacientes de TEA con presentaciones clínicas variables (62). 
 
SHANK3 tiene múltiples promotores intragénicos (probablemente seis), y varios exones de 
empalme alternativos (exón 11, exón 12, exón 18, exón 21 y exón 22), lo que resulta en la 
posible generación de varias isoformas de proteínas. Además del uso de promotores 
alternativos y el empalme de ARNm, la expresión génica de SHANK3 está regulada por 
mecanismos epigenéticos como la metilación del ADN y la acetilación de las histonas, 
causando la expresión específica de tejidos de diferentes isoformas de SHANK3 (63). 
SHANK3 codifica una proteína multidominio que contiene repeticiones de anquirina (ANK), 
en una región amino terminal, una densidad post sináptica 95 (PDZ), una región rica en 
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prolina / unión a homer (PRO), un dominio de homología 3 de Src (SH3) y un motivo alfa 




Figura 2. Estructura de SHANK3  
(Tomado de Jiang et al.) (65) 
 
Las barras negras y rojas representan los exones, las rojas específicamente aquellos que 
se empalman alternativamente. Las flechas azules indican las posiciones de las mutaciones 
puntuales.  Las flechas negras indicar las posiciones de seis promotores identificados. Se 
pueden observar también la ubicación de los dominios de las proteínas y la posición de las 
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El diverso complejo de proteínas que compone SHANK3 realiza diversas funciones en la 





Desarrollo de espinas dendríticas 
Dominio de 
homología 3 de 
Src (SH3) 
Tráfico de receptores AMPA, CREB, vías de 
señalización Wnt, remodelación de espinas 
dendríticas, interacción con CaMKII 
Dominio PSD-95 / 
Discs large/ ZO-1 
(PDZ) 
Citoesqueleto, formación y remodelación de 
espinas dendríticas, transmisión y 
plasticidad sináptica. 
Dominio Rico en 




Regulación del citoesqueleto a base de 
actina, formación y remodelación de espinas 
dendríticas, transmisión y plasticidad 
sináptica, endocitosis del receptor AMPA. 
Dominio de 
motivo alfa estéril 
(SAM) 
Automultimerización, unión a Zn2+, blanco 
sináptico.  
Tabla 1. Funciones de los dominios de proteínas en SHANK3. 
Tomado y adaptado de Jiang, et al. (65) 
 
La proteína SHANK3 puede acoplar los cambios en la recepción postsináptica mediante 
liberación presináptica de neurotransmisores a través del complejo trans sináptico 
Neurexin/Neuroglin, mediante la interacción con las colas C- terminales de Neuroglin 1 y 
2; respecto a esto, se ha descrito que la desactivación de SHANK3 de forma endógena y 
también la sobreexpresión de las variantes del gen que se asocian con el TEA interfieren 
con la señalización trans-sináptica. De igual forma, se ha descrito que SHANK3 es 
determinante dentro del sistema de señalización sensible al zinc, encargado de regular la 
transmisión sináptica excitatoria (60). 
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Respecto a la regulación epigenética de SHANK3, se ha identificado que contiene cinco 
islas CpG (Figura 3), las cuales son responsables de regular, a través de mecanismos 
epigenéticos, la expresión específica de tejido evidenciada especialmente mediante 
metilación de ADN en la isla 2 (66). 
 
Figura 3. Islas CpG en el gen SHANK3 
(Tomado de Uchino S et al.) (66) 
 
Respecto al momento en que se da la expresión de SHANK3 en el tejido cerebral, se han 
realizado estudios en roedores donde se ha demostrado que en cerebros de ratón en 
estados embrionarios y neonatales la expresión del gen es baja, pero aumenta dos 
semanas después del nacimiento. De igual forma, las sinapsis en los ratones se vuelven 
activas de una forma dependiente de la actividad, es decir, se ha demostrado que al 
aumentar la actividad también se aumenta la expresión de transcriptos de SHANK3 y 
relacionado con esto, el mayor cambio en metilación se da en la CpG 2 (66).  
Por otro lado, una mutación de una sola copia de SHANK3 en el cromosoma 22q13 puede 
dar lugar a trastornos de lenguaje y / o comunicación social; se reportaron dos alteraciones 
de novo en personas con TEA, uno es una inserción G, y el otro una deleción terminal 
22q3 con el punto de interrupción en el intrón 8 (67). Se ha encontrado, además, que hay 
diversas mutaciones de SHANK3 en aproximadamente 1% de casos de autismo, 
sugiriendo un papel importante de dicho gen en la patogénesis del trastorno; de igual 
forma, estudios con ratones han demostrado un papel crítico de este gen en la función 
sináptica, interacción social y comunicación proporcionando un enlace funcional entre la 
deficiencia de SHANK3 y las características de conducta en esta población (39). 
En el meta análisis realizado por Leblond et al, encuentran que para las mutaciones 
SHANK2 y SHANK3, se espera que las neuronas afectadas tengan un número total 
reducido de espinas dendríticas y sinapsis, afectando las funciones cognitivas, “esta 
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diferencia en la gravedad del deterioro cognitivo está de acuerdo con la observación de 
que las mutaciones de SHANK3 son altamente penetrantes mientras que para SHANK2 
factores genéticos / epigenéticos podrían ser necesarios para desarrollar TEA” (8). 
Teniendo en cuenta los lugares donde se expresa principalmente SHANK3, corteza y 
cerebelo (9), la alteración de dicha expresión podría estar implicada en los déficits 
evidenciados en el TEA tales como los motores o cognitivos, teniendo en cuenta que el 
cerebelo está implicado en estas funciones y un ejemplo es la creación de modelos 
internos y la capacidad de anticipación, que como se ha nombrado anteriormente se ha 
encontrado alterada en población con TEA (57). 
 
2.3. Regulación epigenética y metilación de ADN 
 
La epigenética involucra los procesos moleculares utilizados para modular la expresión de 
genes sin cambios en la secuencia de ADN, principalmente son: metilación del ADN y 
modificación post-traduccional de las histonas (10).  
Uno de los mecanismos epigenéticos más estudiados es la metilación de ADN que se 
refiere a la agregación de un grupo metilo a la posición C5 de la citosina base; dicho 
proceso se da predominantemente en citosinas dentro de dinucleótidos CpG. La metilación 
de ADN se da durante el desarrollo para controlar estados de diferenciación y crecimiento 
de tejidos; además, se han encontrado patrones de metilación alterados en varios de tipos 
de cáncer. Lo anterior, se da mediante una reacción enzimática catalizada agregando 
covalentemente un grupo metilo a la posición 5 del anillo de la citosina, esto es realizado 
por los miembros de una familia de metiltransferasas de ADN (DNMT), que incluyen 
DNMT1, DNMT3A y DNMT3B. Los DNMTs median la transferencia del grupo metilo del 
donante, S-adenosil metionina (SAM), a las citosinas en ADN que produce 5- metilcitosina 
(5-mC) (Figura 4) (68).  
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Figura 4. Metilación de ADN. 
Tomado de Cui X, et al. (69) 
 
Las islas CpG (CGI), que son los sitios donde se encuentra el mayor número de 
dinucleótidos CpG, son B200 bp a varias kilobases de longitud y casi siempre abarcan 
promotores de genes o exones. Las islas CpG asociadas con los genes impresos, los 
genes del cromosoma X inactivo en las hembras y algunos genes específicos del tejido 
pueden diferenciarse, mientras que se cree que muchas islas CpG no están metiladas en 
todos los tejidos normales. El estado de metilación de la mayoría de las 30.000 islas CpG 
estimadas aún no se ha evaluado en múltiples tejidos (70). 
 
En los mamíferos, la metilación específica del tipo de tejido y célula está presente en un 
pequeño porcentaje de promotores de la isla 5' CpG (CGI), mientras que una proporción 
mucho mayor ocurre a través de los cuerpos génicos, coincidiendo con secuencias 
altamente conservadas. Para investigar el papel de la metilación intragénica, se ha 
generado un mapa de la metilación del ADN del cerebro humano que abarca 24,7 millones 
de los 28 millones de sitios CpG. De la densa cobertura de alta resolución de las islas CpG, 
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se demostró que la mayoría de las islas CpG metiladas estaban en regiones intragénicas 
e intergénicas, mientras que se metilaron menos del 3% de las islas CpG en los promotores 
5 '. Las islas CpG en los tres lugares se superponen con marcadores de ARN de iniciación 
de la transcripción, e islas CpG no metiladas también se superponen significativamente 
con la trimetilación de H3K4, una modificación de histonas enriquecido en los promotores 
(71). 
 
2.4. Metilación de ADN, Trastorno de Espectro Autista 
y SHANK 3 
 
Dentro de los estudios genéticos de TEA, aunque se ha encontrado una alta heredabilidad, 
la tasa de concordancia entre gemelos monocigóticos es entre 60-92%. Esto sugiere que, 
junto con los mecanismos genéticos, los factores ambientales contribuyen a la aparición 
del trastorno, y esto puede lograrse a través de varios mecanismos, incluyendo la 
regulación epigenética (10).  
 
Se ha propuesto que mecanismos epigenéticos se utilizan para controlar la expresión de 
SHANK3. Por ejemplo, se han identificado cinco islas CpG en este gen, la metilación 
postransduccional de los que determina la expresión génica. Un locus específico - isla CpG 
2 - parece afectar particularmente la expresión SHANK. Además, aprovechando el hecho 
de que el gen SHANK3 está bien conservado entre humanos y roedores, Uchino y Waga 
demostraron que la expresión neonatal de ciertos transcritos SHANK3 en ratones 
disminuye temporalmente y el pico de metilación de la isla CpG 2 se da dos semanas 
después del nacimiento (66). 
Los ensayos anteriores de ADNm en todo el genoma, desarrollados para TEA y otras 
enfermedades, se han centrado en medir ADNm en sitios CpG que se supone que son 
funcionalmente importantes, es decir, islas CpG (CGI) y promotores. Sin embargo, se ha 
demostrado que la mayoría de los cambios de la enfermedad -y asociados con tejido en 
ADNm- se producen fuera de las regiones CGI y promotoras, específicamente a orillas 
CGI. Las regiones metiladas diferencialmente (DMRs), asociadas al autismo representan 
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regiones genómicas biológicamente diversas e interesantes. Por ejemplo, el DMR dentro 
de la UTR 3 'de PRRT1 se superpone a dos sitios hipersensibles a DNasa y un sitio de 
terminación de transcripción alternativo (72). 
 
Para estudiar el papel de la metilación de ADN en el gen SHANK3 dentro del TEA, Zhu y 
colaboradores, llevaron a cabo un análisis del perfil de metilación de ADN en las cinco islas 
CpG (CGI-1 a CGI-5), en el gen SHANK 3 en tejidos cerebrales (área de Brodman 19 y 
cerebelo) postmortem en pacientes con TEA y en controles. Los resultados fueron 
“aumento significativo en la metilación general en tres CGI intragénicos (CGI-2, CGI-3 y 
CGI-4). El aumento de metilación se agrupó en el CGI-2 y CGI-4 en el ~ 15% de los tejidos 
cerebrales ASD”; finalmente, usando un inhibidor de la metilación de ADN se modificó la 
metilación de CGIs y se alteró la expresión específica de isoforma de SHANK3 en células 
cultivadas, estos hallazgos refuerzan la asociación patológica entre la metilación y 
expresión de SHANK3 en diferentes áreas cerebrales y la susceptibilidad al TEA (11). De 
igual forma, se han encontrado regiones metiladas diferencialmente y asociadas con TEA 
en muestras de gemelos monocigotos que incluían tanto gemelos concordantes como 
discordantes con rasgos asociados y sin fenotipo autista (73). El uso de muestras de 
sangre y epitelio bucal plantea a su vez la cuestión de si el epigenoma de estas células 
refleja el de las células nerviosas. La metilación del ADN también puede estar influenciada 
por la variabilidad de la subcomposición celular, la variabilidad transcripcional y por las 
variantes de la secuencia del ADN (10). 
 
Se han propuesto modelos que explican cómo los factores ambientales pueden influir en 
la regulación de la expresión genética (en diferentes genes asociados con TEA) mediante 
mecanismos epigenéticos (Figura 5). 
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Figura 5. Interacción de factores epigenéticos, genética y epigenética generan los 
problemas del espectro autista. 
Traducida de: Hamza M, et al.  2016 (33). 
 
Como se muestra en la figura 3, los factores ambientales pueden influir en etapa tanto 
prenatal como postnatal llevando a una modificación del epigenoma evidenciada en una 
probable alteración de los genes mayormente implicados con el TEA. Teniendo en cuenta 
las funciones de los genes implicados se piensa que a partir de las alteraciones en los 
mecanismos epigenéticos se pueden observar diversas anormalidades del neurodesarrollo 
que conllevan al fenotipo del TEA. 
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2.5. Ejercicio físico, influencia en capacidades 
cognitivas y motoras, y Trastorno de Espectro 
Autista 
 
Con respecto a la actividad física y cómo ésta influye en componentes cognitivos en 
población infantil, en algunas investigaciones se ha descrito que los niños preadolescentes 
que son más activos muestran mayor volumen en el hipocampo y ganglios basales, mayor 
integridad en la materia blanca, patrones más elevados de actividad cerebral y mejor 
desempeño cognitivo (74). Se ha encontrado que, al parecer, el ejercicio físico aumenta la 
velocidad de ejecución en tareas de reacción simple y de elección, pero la velocidad de 
procesamiento no se ve afectada; en su estudio, Beyer et al, evidenciaron que sí hay un 
cambio en los tiempos de movimiento pero no en los de reacción al hacer un ejercicio 
aeróbico resaltando que estos cambios deben ser medidos con precaución ya que pueden 
encontrarse incongruencias en los resultados; “la disminución en el tiempo de reacción a 
lo largo del tiempo, independientemente del ejercicio aeróbico, indica que la interpretación 
de los cambios de comportamiento previos y posteriores al ejercicio requiere precaución” 
(20). Por su parte, Davranche et al, encontraron que el ejercicio mejora el tiempo de 
reacción simple y que el fraccionamiento de este tiempo revela un efecto del ejercicio en 
procesos motores tardíos (75). 
Los efectos positivos del ejercicio físico sobre la cognición, pueden ser explicados por: 
altos niveles de activación nerviosa y uso más eficiente de los procesos motores periféricos 
(76). McMorris et al, en su libro describe que el ejercicio agudo de intensidad moderada 
facilita la velocidad de la cognición. La activación de la vía vagal por adrenalina y 
noradrenalina estimula la síntesis y liberación de noradrenalina y dopamina en el cerebro. 
A concentraciones moderadas, estos neurotransmisores facilitan la cognición. De esta 
forma el ejercicio crónico tiene efectos positivos para todos. Los aumentos crónicos, 
inducidos por el ejercicio, en las concentraciones cerebrales de BDNF y la expresión de 
mRNA de BDNF parecen desempeñar un papel importante en la neuroprotección y la 
potenciación a largo plazo (31). 
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En su estudio realizado en el 2003, Tomporowski  señaló la importancia de los efectos del 
ejercicio físico sobre rendimiento cognitivo pero dichos efectos dependen de las 
características del ejercicio realizado, por ejemplo, el tipo y la duración del estímulo de 
ejercicio (77). 
En cuanto a la cantidad de ejercicio que se reporta como beneficiosa, se ha reportado que 
en variables como la velocidad, el ejercicio a intensidad moderada mostró un tamaño de 
efecto medio significativamente mayor que intensidades bajas y altas; de igual forma para 
la velocidad de procesamiento durante ejercicio de intensidad moderada, las tareas 
ejecutivas centrales mostraron un tamaño de efecto mayor que las tareas de recuerdo y 
alerta/atención. Por otro lado, no se han encontrado diferencias significativas entre los 
tamaños de efecto promedio para medidas de velocidad cuando las pruebas se realizan 
después del ejercicio, pero los estudios que evalúan la precisión evidencian un tamaño de 
efecto mayor post-ejercicio (78).  
Se han analizado los efectos del ejercicio aeróbico de forma inmediata y a corto plazo en 
el procesamiento de información de adultos jóvenes encontrando que hay una mejora en 
la velocidad de las reacciones energizando las eferencias motoras, reducción en tiempos 
de reacción, entre otras; los autores concluyeron que “hay una influencia selectiva del 
ejercicio aeróbico agudo en la etapa de ajuste motora”  (32). 
Por otra parte, la actividad física aguda al 70-85% de la frecuencia cardiaca máxima, o 
“episodios agudos” de ésta, puede llegar a aumentar niveles de cortisol y testosterona en 
adolescentes y dichos aumentos se relacionan con cambios en la plasticidad sináptica en 
regiones cerebrales involucradas en diferentes funciones cognitivas. Estos efectos están 
mediados por el tipo de tarea cognitiva, la aptitud de los participantes, la intensidad y 
duración del ejercicio (79). 
Para evaluar el efecto en funciones ejecutivas en relación con ejercicio físico, Heng Chu et 
al, analizaron la inhibición de la respuesta motora usando la “stop-signal task”, concluyendo 
que principalmente se ven afectadas las etapas posteriores del procesamiento de 
información durante una tarea de inhibición gracias a ejercicio agudo, lo que se traduciría 
en un mayor uso de recursos atencionales (33). 
En otro estudio se investigó el efecto del ejercicio aeróbico agudo mediante la medición de 
índices comportamentales, neuroeléctricos (prueba endógena de tareas de atención 
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visuoespacial), y del factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF), en adultos jóvenes 
después de realizar una prueba de capacidad cardiorespiratoria. El ejercicio aeróbico 
agudo favoreció el aumento de los tiempos de reacción y se evidenció que la elevación de 
los niveles e BDNF se dio en los dos grupos. Se concluyó entonces que los participantes 
con mayor capacidad cardiorrespiratoria presentaron mejores resultados (80). Así mismo, 
se han realizado estudios con población de niños preadolescentes, encontrando que el 
ejercicio agudo a intensidad moderada durante 30 minutos beneficia diferentes aspectos 
de la función ejecutiva (inhibición y memoria de trabajo), pero éstas funciones tienen 
diferentes trayectorias de desarrollo (81). 
Por otra parte, se han diseñado estudios para evaluar la relación del ejercicio crónico con 
los cambios cognitivos, se han empleado programas de entrenamiento aeróbico 
manipulando frecuencia, intensidad y duración del ejercicio (82). Por ejemplo Chaddock et 
al, examinaron la influencia de un programa de actividad física de una duración de 9 meses 
en la activación cerebral durante tareas específicas en niños de 8-9 años; la actividad se 
llevó a cabo cinco días a la semana durante nueve meses y encontraron que hubo una 
disminución en la activación de la corteza prefrontal anterior derecha y mejoras en el 
desempeño de una tarea de control atencional e interferencia (83). En otro estudio, Davis 
et al., evaluaron cambios en procesos cognitivos mediante una prueba estandarizada 
(Sistema de Evaluación Cognitiva -CAS), después de un entrenamiento aeróbico en niños 
con sobrepeso, el entrenamiento consistía en sesiones de 20 o 40 minutos (dosis baja o 
alta de ejercicio, respectivamente), y encontraron diferencias en pruebas correspondientes 
a planificación (21). 
 
Específicamente, se han llevado a cabo estudios con poblaciones que presentan algún tipo 
de alteración del neurodesarrollo o cognitiva, evaluando cambios comportamentales o en 
desempeño de tareas después de realizar actividad física o un entrenamiento determinado. 
Chuang et al, realizaron un estudio sobre el efecto de ejercicio aeróbico agudo en el tiempo 
de reacción y preparación de respuesta mediante el Go/No Go Task en niños con trastorno 
por déficit de atención e hiperactividad (TDAH), encontrando que después de correr 30 
minutos en cinta a intensidad moderada (alcanzando un 60% de la FC de reserva), hubo 
una disminución en el tiempo de reacción  (22).  
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En el metaanálisis realizado por Tan et al, se evaluó la eficacia de las intervenciones de 
ejercicio físico en la mejora de las funciones cognitivas en individuos con TEA y / o TDAH, 
donde los resultados encontrados revelaron que se evidencia un efecto pequeño a medio 
sobre la cognición, pero dichos efectos no son consistentes en todos los aspectos de 
funciones cognitivas (23). Los resultados de otra revisión demostraron que las 
intervenciones de ejercicio que consisten en trotar, cabalgar, artes marciales, natación o 
yoga/danza en niños con TEA pueden resultar en mejoras a nivel comportamental 
incluyendo comportamientos estereotipados, funcionamiento social-emocional, cognición 
y atención (34). Por su parte, Lang et al, realizaron una revisión sistemática acerca del 
ejercicio físico y TEA, y encontraron que existen sólo algunos estudios relacionados y que 
éstos se centran en actividades como correr, entrenar con pesas o andar en bicicleta, y 
que además la realización de éstas actividades contribuiría a disminuir -por ejemplo- 
comportamientos estereotipados (24). 
En algunas revisiones se evaluaron los efectos del ejercicio en comportamientos 
estereotipados, cognitivos y motores de niños con TEA. La evidencia sugiere que el 
ejercicio produce disminuciones a corto plazo en comportamientos estereotipados, y 
también se ha descrito que el ejercicio de mayor intensidad es más eficaz que la actividad 
de menor intensidad en la disminución de la autoestimulación. Además de estos 
resultados, los diferentes autores concuerdan en que es difícil determinar la prescripción 
específica de ejercicio para los niños con TEA (84) (85) (35). 
En general, se ha encontrado que el ejercicio físico de tipo aeróbico tiene influencias 
positivas en el desempeño de tareas de tiempo de reacción, en atención y en memoria; 
esto dependiendo de la intensidad con la que se prescriba. Específicamente en TEA y 
otros trastornos del neurodesarrollo se han encontrado efectos positivos del ejercicio en lo 
correspondiente a tareas de tiempo de reacción, comportamientos estereotipados, ciclos 




38        Metilación del gen SHANK3 y tiempos de reacción antes y después de un entrenamiento 
de tipo aeróbico en una población pediátrica con Trastorno de Espectro Autista en la ciudad de 
Bogotá 
 
2.6. Ejercicio físico y regulación epigenética 
 
Actualmente, se ha demostrado que el ejercicio físico puede tener efectos duraderos a tal 
punto de influir en la regulación epigenética de la expresión génica llevando a una 
“memoria epigenética” que influye en el comportamiento y función a largo plazo. Dichos 
cambios están relacionados con aspectos como metilación del ADN, modificación de 
histonas y microRNAs (86). 
En algunos estudios se han observado cambios epigenéticos en diferentes tejidos como 
respuesta a una sesión de ejercicio ya sea aeróbico o de resistencia, también con 
adaptaciones de ejercicio crónico. Dentro de los genes que responden al ejercicio se 
encuentran algunos involucrados en la función inmune, muscular y cerebral. La respuesta 
del cerebro a modificaciones de metilación conducen a neurogénesis al desmetilar la 
región promotora del gen BDNF (87).  
Las modificaciones epigenéticas y muchas enzimas epigenéticas son potencialmente 
dependientes de los cambios en los niveles de metabolitos, tales como oxígeno, 
intermedios del ciclo del ácido tricarboxílico, 2-oxoglutarato, 2-hidroxiglutarato y β-
hidroxibutirato, y por lo tanto son susceptibles a los cambios inducidos por el ejercicio en 
una manera dependiente del tejido (88). 
Estudios realizados para observar la correlación entre el ejercicio físico y la metilación de 
ADN han encontrado diversos resultados. Por ejemplo, en un gen involucrado en cáncer 
gástrico (CACNA2D3), se encontró mayor metilación en los pacientes con carcinoma 
gástrico sin actividad física (45.5%), en comparación con otros que realizaban al menos 
una hora de ejercicio por semana al inicio del cáncer (23.7%). De igual forma también se 
ha observado hipometilación en células malignas, en un grupo de ancianos, mediante 
ensayo de metilación luminométrica comparando con un grupo que presentaban mayor 
actividad física; la disminución de la actividad física se asoció con una mayor metilación 
global (89). 
En el estudio de King-Himmelreich et al, se investigó si el ejercicio tiene un impacto en el 
estado de metilación del promotor de la proteína kinasa activada por AMP (AMPK), 
mediante la determinación del estado de metilación de dicha proteína en muestras de 
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humanos y en músculos esqueléticos de ratones, antes y después de un entrenamiento. 
Encontraron que este tipo de ejercicio “no altera la metilación global del ADN pero tiene un 
efecto sobre la metilación de sitios CpG específicos en el gen AMPKa2” (25).  
Por otro lado, Sølvsten et al, analizaron la expresión de ARN mensajero de VegfA en el 
hipocampo y en la corteza frontal en ratones después de dos semanas de ejercicio físico, 
donde encontraron hipometilación discreta de ADN en sitios de CpG, confirmando la 
implicación de la epigenética como mediador de los efectos beneficiosos del ejercicio físico 
y además se señala la importancia de analizar factores más allá de BDNF para delinear 
los mecanismos detrás de los impactos funcionales del ejercicio físico (26). En otro estudio, 
realizado por Kashimoto et al, evaluaron el efecto del ejercicio físico en la metilación del 
ADN global y la expresión de Dnmt1 en el cerebro de ratas, observando que hay aumento 
en la metilación en el hipotálamo en los animales que son físicamente activos (27). En otro 
modelo con ratas, se observó que el ejercicio físico tiene el potencial de modular los 
cambios en la metilación del ADN y la expresión génica que son consecuencia de un estrés 
de restricción agudo (ARS) (90). 
La metilación se ha observado después de realizar entrenamientos agudos y crónicos. 
Para el primero se ha cuantificado la influencia de una única sesión de ejercicio de alta 
intensidad sobre cambios en la metilación del ADN del músculo esquelético en genes 
implicados en la función mitocondrial: PGC-1, PDK4, TFAM, PPAR-d, CS, MEF2A y 
MYOD1, encontrando principalmente que tanto PGC-1a como PDK4 se hipometilaron 
inmediatamente después del ejercicio y se transcribieron fuertemente tres horas después. 
De igual forma, en los estudios realizados se ha observado que el ejercicio de baja 
intensidad no es suficiente para alterar la metilación del ADN de ninguno de los genes 
investigados. Por otro lado, un ECA estudió el estado de metilación de p15 y ASC en un 
grupo de personas sanas; uno de los grupos fue sometido a caminata de alta intensidad 
durante 3 minutos (por encima de 70% de la capacidad aeróbica máxima), encontrando, 
que el valor medio de metilación de los 7 sitios CpG probados para ASC fue 
significativamente mayor en el grupo de ejercicio que en el grupo control después de la 
intervención (89). 
  
La revisión realizada por medio del marco teórico permite identificar diversas relaciones 
que se establecen a partir de la alteración a nivel cerebelar en el TEA -evidenciada 
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morfológica, genética y epigenéticamente- que conlleva a las alteraciones motoras como 
por ejemplo la modificación de la respuesta anticipatoria. Por otro lado, también se 
evidencia cómo el ejercicio de tipo aeróbico influye en respuestas motoras y además se 
sugieren influencias de éste en regulación epigenética.  
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2.7. VARIABLES 




Independiente Actividad que se da durante la 
movilización de diferentes grupos 
musculares y exige un gasto de 
energía (91) (OMS).  
  
Intensidad: Determina los cambios 
fisiológicos y metabólicos 
específicos que experimenta el 
organismo durante el entrenamiento 
(92).  
 
Frecuencia: Representa la cantidad 
total de sesiones de ejercicios por 
semana. Varía de acuerdo con los 
objetivos y preferencias del 
programa (92).  
 
Duración: Hace referencia al tiempo 
que dura la sesión de entrenamiento, 








Intensidad: Mediante el cálculo de 
frecuencia cardiaca máxima 
(FCmáx), alcanzando 60-80% de la 
FC de entrenamiento. Con la 






Frecuencia: 2 días a la semana, 
durante 10 semanas (85). 
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Dependiente Es la modificación epigenética más 
común que desempeña un papel 
esencial en la regulación de la 
expresión génica específica de 
tejidos, la diferenciación celular, la 
estabilización cromosómica, la 
impresión genómica y la supresión 
de la movilidad de elementos 
transponibles. A través de ADN 
metiltransferasas convierte la 
citosina en 5-metiocitoína, con la 
mayoría de las conversiones que se 
producen en las islas CpG 
encontradas en regiones promotoras 
de genes (96). 
Porcentaje de metilación en la isla 2 








Al menos el 
50% de los 
sitios CG 
dentro de una 







Dependiente Se refiere al tiempo desde que se da 
el estímulo hasta el comienzo del 
movimiento (97).  
 
Prueba de tiempo de reacción simple 
mediante software INQUISIT en el 
cuál aparece un determinado 
estímulo visual para que el 
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Hipótesis de Investigación (Hi). El entrenamiento de tipo aeróbico influye en la metilación 
del gen SHANK3 y en los tiempos de reacción en la población pediátrica con trastorno de 
espectro autista. 
Hipótesis nula (Ho): No existen diferencias estadísticamente significativas entre el 
porcentaje de metilación del gen SHANK3, y el tiempo de reacción motora en los 
participantes antes y después del entrenamiento aeróbico. 
Hipótesis alternativa (Ha): Sí existen diferencias estadísticamente significativas en la 
metilación del gen SHANK3 y en el tiempo de reacción motora antes y después del 
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3. Capítulo 3: Metodología 
 
3.1. Tipo y diseño de estudio 
 
Se llevó a cabo un estudio piloto de serie de casos, para analizar los posibles cambios 
epigenéticos y del tiempo de reacción en niños y niñas con diagnóstico de TEA después de 
un entrenamiento de tipo aeróbico. 
El estudio cuenta con un grupo de niños entre 7 y 11 años con diagnóstico de TEA. El grupo 
de participantes recibió el entrenamiento aeróbico mientras continuaban realizando sus 
actividades cotidianas (asistencia al colegio, asistencia a terapias, asistencia a otras 
actividades). 
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Criterios de Inclusión: 
- Diagnóstico médico de Trastorno de Espectro Autista. 
- Puntuación en el rango de 30 a 36 en la Childhood Autism Rating Scale - Escala de 
valoración de autismo infantil (CARS). 
- Tener entre 7 y 11 años.  
- Presentar lenguaje verbal 
- Firma de consentimiento informado por parte de los padres y/o tutores legales. 
- Firma de asentimiento informado por parte de los participantes (si la condición 
cognitiva lo permite). 
Criterios de NO inclusión: 
- Presentar diagnóstico de síndromes cromosómicos como X frágil o Rett. 
- Presentar diagnóstico de déficit cognitivo. 
- Ausencia de lenguaje verbal. 
- Presentar una calificación mayor o igual a 37 en la Childhood autism rating scale o 
Escala de valoración de autismo infantil (CARS). 
- Presentar alguna patología cardiaca, pulmonar, motora o neurológica que le impida 
realizar ejercicio físico de intensidad moderada a vigorosa. 
- No firma del consentimiento informado por parte de los padres y/o tutores legales. 
- No firma de asentimiento informado por parte de los participantes (si la condición 




El tamaño de la muestra se determinó por conveniencia dadas las características 
específicas que deben tener los participantes. El grupo contó con 9 participantes.  
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Para la muestra, se hizo divulgación en diferentes fundaciones y colegios de Bogotá 
que se especializan en el trabajo con este tipo de población. 
 
3.4. Diseño de Primers y estandarización del protocolo 
de PCR 
 
Inicialmente se identificó la isla 2 del gen SHANK3, la cual se encuentra reportada 
en la página del Genome Browser de la Universidad de California Santa Cruz 
(https://genome.ucsc.edu). Posteriormente, para generar una secuencia totalmente 
metilada, se descargaron las secuencias y se sometieron a una conversión por 
bisulfito in silico. Al tener estas secuencias, se tuvo en cuenta las recomendaciones 
para el diseño de primers para la metodología Bisulphite Sequencing PCR (BSP), 
dados por Clark, et.al, (98), que se muestran a continuación: 
- Tener un tamaño de 24-30 pares de bases. 
- Contar con una temperatura de Meltin (Tm) superior a 50°C.  
- Contener múltiples bases C→T (al menos 25%), para asegurar la especificidad de 
la conversión. 
- La última base en el extremo 3’ debe tener una base C→T, para asegurar la 
amplificación del DNA convertido.  
- Los dinucleótidos CpG no deben estar presentes en los primers (especialmente en 
el extremo 3’). 
- La longitud del amplicón no debe ser mayor a 450bp para asegurar el máximo 
rendimiento, pero para muestras clínicas se aconseja amplicones más pequeños 
(100-200bp). 
Actualmente existen diferentes softwares online que ayudan en el diseño de primers, 
pero dichos programas no siguen todos los criterios anteriormente descritos y dado esto 
se realiza el diseño de forma manual, donde se obtienen varias posibilidades de primers 
que cumplen con estos criterios, y posteriormente fueron probados con una PCR in silico 
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con ayuda de la página http://bisearch.enzim.hu (99), de forma que se asegure la 
amplificación específica de la región de interés para el gen SHANK3. 
Los primers diseñados corresponden a la isla 2 del gen y evalúa 13 CpG. Esta isla se 
encuentra ubicada en el exón 11, dentro de una región promotora. 
. 
 
Figura 7. Secuencia correspondiente a la región evaluada. 
Los dinucleótidos están subrayados en amarillo, los números sobre cada uno representa 
el ID asignado por el software ESME. 
 
3.5. Extracción de ADN 
 
El ADN genómico se extrajo de sangre periférica de los participantes, y se utilizó el kit 
ReliaPrep Blood gDNA Miniprep System ™ (A5082-PROMEGA), para el cual se siguió 
el protocolo recomendado por el fabricante. Posterior a esto se realizó la cuantificación 
del ADN en el espectrofotómetro NanoDrop 2000c de Thermo Scientific, usando agua 
libre de nucleasas como blanco y finalmente se almacenó a -4°C para la posterior 
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3.6. Conversión del ADN con bisulfito de sodio 
 
Para determinar la metilación de los dinucleótidos CpGs del ADN genómico extraído, 
este fue sometido a una conversión con bisulfito de sodio, con el kit EZ DNA Methylation- 
Direct TM (Zymmo Research). Por medio de diversas reacciones químicas, se convierten 
las citosinas no metiladas en uracilos mientras que las citosinas metiladas no cambian 
(98). Posterior a esta conversión, el ADN que se obtiene es de cadena sencilla, por lo 
cual se cuantifica nuevamente en el espectrofotómetro NanoDrop 2000cc teniendo en 
cuenta que se degrada fácilmente; en esta ocasión se usa la opción ssDNA (Single 
Stranded DNA) y finalmente se almacenó a <-70°C para su posterior uso.  
El ADN convertido con bisulfito, fue usado únicamente dentro de los siguientes 8 días 
de la realización de la conversión, debido a la alta tasa de degradación. 
 
 
3.7. Determinación del porcentaje de metilación del 
ADN en CpGs individuales por la metodología BSP 
 
Para realizar el análisis del porcentaje de metilación en las CpGs individuales se utilizó 
la metodología BSP, la cual consiste en una amplificación por PCR del ADN convertido 
con bisulfito que posteriormente es secuenciado por el método de Sanger. Las 
secuencias obtenidas son comparadas con una secuencia de referencia de interés 
usando un software específico, el cual arroja la información del porcentaje de metilación 
de cada CpG individual dentro de la región evaluada (100). Dicha cuantificación se da 
mediante la comparación de alturas relativas de los picos de la citosina y la timina o de 
la adenina y la guanina (en el caso de la cadena complementaria). En este 
electroferograma, un pico de timina se interpreta como un CpG no metilado y un pico 
de citosina como un CpG metilado (101). 
Por otro lado, las condiciones de PCR para la amplificación de las regiones de interés 
fueron estandarizadas con los primers diseñados para la isla CpG del gen SHANK3, en 
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un termociclador Agilent Technologies SureCycler 8800, donde se obtiene un único 
amplicón que corresponde a la región de interés. Los productos se visualizaron en geles 
de agarosa al 1.5% (p/v) con SBX1 como buffer de preparación. Posterior a la 
amplificación los productos fueron purificados con el protocolo de etanol y acetato de 
amonio  y finalmente fueron secuenciados mediante el método Sanger en el servicio de 
secuenciamiento SSiGMol del Instituto de Genética de la Universidad Nacional de 
Colombia. 
Posteriormente se utilizó el software ESME (Epigenetic Sequencing Methyation analysis 
software), para analizar las secuencias obtenidas. ESME permite cuantificar la 
metilación de las CpG individuales provenientes del electroferograma de secuenciación 
dado por cualquier método. La cuantificación es realizada mediante el alineamiento de 
la secuencia obtenida con una secuencia de referencia, a continuación el programa 
ESME realiza la normalización global de las intensidades de los picos mostrados en el 
electroferograma comparando los picos de las secuencias obtenidas y así genera un 
dato del porcentaje de metilación de ADN de 0-100% el cual puede ser visualizado en 
una imagen que también genera el programa. De igual forma, el programa arroja una 
tabla donde se muestran los niveles de metilación en cada CpG; los valores se muestran 
de 0 a 1, interpretándose 1 como una citosina completamente metilada y 0 como 
ausencia de metilación (100). El archivo puede ser exportado a Excel para su posterior 
análisis. Para el análisis estadístico de este trabajo se tuvo en cuenta la siguiente 
información concerniente a los archivos obtenidos del programa ESME: 
- Nombre del archivo evaluado. 
- Secuencia vecina: Se refiere a la secuencia alrededor de cada CpG. Si la secuencia 
no fue analizada con éxito se muestra como NA. 
- Porcentaje de metilación: Se refiere a la metilación en cada CpG, la cual se observa 
en rango de 0-1. En ocasiones es posible obtener -1 lo que indica que la CpG no 
fue evaluada exitosamente.  
- Posición genómica: Corresponde a la posición numérica de la base de una CpG 
individual; esta numeración inicia con la primera base que se encuentra en la 
secuencia de referencia. 
- Nombre de la CpG: Hace referencia al ID de cada CpG evaluado. 
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Teniendo en cuenta que se obtienen tanto secuencias forward como reverse en la 
secuenciación, los datos obtenidos son un promedio entre éstas con el fin de obtener 
un único dato.  
 
3.8. Protocolo de entrenamiento 
 
Según la OMS, es recomendable que un niño en edades entre los 5 y 17 años realice 
actividad física de intensidad moderada a vigorosa todos los días (102). En la revisión 
realizada por Srinivasan et al, se plantea una guía para llevar a cabo entrenamiento de tipo 
aeróbico en niños y niñas con autismo, basados en la evidencia de estudios que han 
implementado diferentes protocolos, ya que no hay parámetros claramente establecidos en 
esta población (85) (Tabla 3).  
Teniendo en cuenta los datos suministrados por Srinivasan et al., la población con la que 
se desarrolló el estudio y las particularidades contextuales de la población, el entrenamiento 
establecido tuvo una duración de 10 semanas, a una intensidad de moderada a vigorosa 
(medida con frecuencia cardiaca de entrenamiento a través del cálculo de frecuencia 
cardiaca máxima) y una frecuencia de 2 veces por semana, con una duración de 45 minutos 
por sesión. Las actividades que se llevaron a cabo fueron principalmente trotar, correr o 
saltar, entre otras, buscando que los participantes alcanzaran entre un 60-80% de su 
frecuencia cardiaca máxima (Anexo 5). 
Inicialmente se tuvieron en cuenta los criterios de prescripción del ejercicio, desarrollando 
una carga progresiva en los participantes. 
Para monitorizar la frecuencia cardiaca durante la actividad se usó un pulsoosxímetro de 
marca HomeLife de referencia PRO+AS303. Se decide utilizar este instrumento ya que 
algunos de los participantes no toleran el uso del reloj ni del sensor cardiaco en el pecho 
del POLAR®. Teniendo en cuenta que con el pulsooxímetro no es posible monitorizar la FC 
durante todo el tiempo de cada sesión, la FC fue tomada cada 10 minutos dentro de la 
actividad de forma que se pudiera tener un consolidado de los cambios durante el 
entrenamiento. 
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Componentes del ejercicio Prescripción inicial Progresión 
Programas de ejercicio físico para niños y adolescentes con TEA 
Frecuencia 3 días/ semana 5 días/ semana, 
preferiblemente todos los 
días de la semana 
Intensidad Actividad física moderada Actividad física vigorosa 
Tiempo 20-30 minutos/día  45-60 minutos/día  
Tipo Entrenamiento interválico de trotar, caminar/correr, 
ciclismo, natación, banda sin fin, juegos de video (Wii, 
“Dance dance revolution”. 
Tabla 3. Parámetros recomendados para programas de actividad física en niños y 
adolescentes con TEA. 
Traducido de Srinivasan S, et al. 2014 (85) 
 
3.9. Tiempo de reacción simple 
 
• Se usó el software INQUISIT 5.0.9, que se utiliza para medir tiempos de reacción. 
• Se presentaron estímulos visuales de una figura geométrica roja en una pantalla de 
computador.  
• Los participantes debían presionar una tecla cuando apareciera un círculo rojo.  
• Los estímulos aparecían de forma aleatoria en diferentes momentos.  
• Se contabilizó el tiempo (en milisegundos) que se demorara cada participante en 
ejecutar la tarea.  
• Antes de iniciar con la contabilización del tiempo para la toma de datos, se hicieron 
ensayos de forma que los participantes se familiarizaran con la tarea que debían 
realizar. 
• Para garantizar que los participantes mantuvieran la atención durante la tarea ésta 
se dividió en tres momentos: cada momento corresponde a diez intentos 
completando al final treinta repeticiones. Se tomó el mejor tiempo registrado en el 
último momento (teniendo en cuenta que en los primeros intentos los participantes 
están adaptándose y aprendiendo la tarea). De igual forma, el teclado es cubierto 
dejando visible únicamente la tecla que deben oprimir.  
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3.10. Consentimiento y asentimiento informado 
 
Antes de iniciar con la recolección de datos personales y toma de muestras los padres de 
los participantes debían diligenciar el formato de consentimiento informado (Anexo 1) y los 
participantes el formato de asentimiento informado (Anexo 2); el segundo teniendo en 
cuenta que, aunque es población infantil y los padres y/o acudientes dan su consentimiento, 
los niños deben estar de acuerdo en participar en el estudio. 
 
3.11. Formato de Historia clínica 
 
Se diligenció un formulario de historia clínica que recogía los datos de los participantes, 
correspondientes a características sociodemográficas, antecedentes médicos, entre otros 
(Anexo 3). 
 
3.12. Escala Chilhood Autism Rating Scale (CARS) 
 
Para determinar el nivel de autismo de los participantes se empleó la Childhood Autism 
Rating Scale (CARS)- Escala de Valoración de Autismo Infantil, que es una escala de 
comportamiento, y es considerada una herramienta de detección de nivel II utilizado en las 
evaluaciones más especializadas y ésta es aplicable en niños mayores de dos años de 
edad (103). 
La escala consta de 15 ítems en los siguientes dominios: Relaciones con las Personas, 
Imitación, Respuesta Emocional, Uso del Cuerpo, Uso de Objeto, Adaptación al Cambio, 
Respuesta Visual, Respuesta auditiva, respuesta cercana al receptor, ansiedad, 
comunicación verbal, comunicación no verbal, nivel de actividad, inconsistencia intelectual 
e impresión general (Anexo 4). Cada ítem se califica en una escala de 1-4 con puntos 
medios, y la puntuación total oscila entre 15 y 60. Una puntuación inferior a 30 indica 
ausencia de autismo, de 30-36.5 es autismo leve a moderado, y mayor o igual 37 como 
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autismo grave. Las propiedades psicométricas de la prueba son consideradas buenas a 
excelentes (104).  
 
3.13. Análisis estadístico 
 
Se usó la prueba de Kruskal – Wallis, teniendo en cuenta las características del estudio y 
de la población.  
Se presentan los resultados de las características de la población participante, el tiempo de 
reacción PRE y POS, el porcentaje de metilación PRE y POS tanto global como de cada 
CpG evaluada y la relación entre tiempos de reacción y porcentaje de metilación PRE Y 
POS. 
Para determinar si hay diferencias individuales en el tiempo de respuesta se construye la 
variable z=y-x donde ‘x’ es la medición PRE y ‘y’ es la medición POS una prueba de 
hipotesís H0= “No hay diferencias entre los tratamientos PRE y POS”, entonces z=0 vs la 
alternativa que indica que ‘y’ no es 0. 
Finalmente, se realizan un modelo de regresión simple y una verificación usando Splines 
sirve para encontrar relaciones lineales y no lineales entre las diferencias del tiempo de 
respuesta y las diferencias entre la metilación en las posiciones seleccionadas. 
 
 
3.14. Aspectos éticos 
 
Según lo estipulado en el artículo 11 de la resolución 008430 de 1993, la presente 
investigación se considera de riesgo mínimo ya que corresponde a un estudio prospectivo 
en el cual se realizaron procedimientos comunes que consistieron en la obtención de 
muestras de sangre por punción venosa y un entrenamiento de tipo aeróbico en población 
pediátrica con diagnóstico de Trastorno de Espectro Autista. Dichos procedimientos se 
realizaron con previa autorización por parte de los padres o tutores legales mediante la 
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firma del consentimiento informado donde se expusieron los objetivos y la justificación de 
las mediciones que fueron tomadas para el desarrollo del estudio. 
Durante la investigación, los participantes estuvieron expuestos a riesgos mínimos como: 
caídas desde la propia altura, síntomas de fatiga muscular y sensación de ahogo; presencia 
de hematomas por la punción venosa. Estos riesgos no se relacionan con peligro de muerte 
o complicación de la patología que presentan. Para mitigar dichos riesgos la venopunción 
fue realizada por un profesional calificado con experiencia en el área pediátrica y el 
programa de entrenamiento fue dirigido por una fisioterapeuta quien acompañó a los 
participantes todo el tiempo que dure el entrenamiento y estuvo pendiente de la frecuencia 
cardiaca y estado general de los participantes; además, se tomaron medidas iniciales como 
talla, peso y cálculo de frecuencia cardiaca máxima. 
El entrenamiento fue llevado a cabo en la institución educativa a la que asisten los 
participantes o en el lugar donde reciben terapias. Ante un evento adverso el participante 
sería llevado a su respectiva Institución Prestadora de Servicios (IPS), (siempre y cuando 
no sea de urgencia vital), por lo tanto, todos los participantes debían estar afiliados al día 
en una EPS. 
Como se expresó anteriormente la extracción de sangre periférica por venopunción fue 
llevada a cabo por un profesional de enfermería calificado con experiencia en manejo de 
población pediátrica (antes y después del entrenamiento). La extracción de ADN, 
conversión por bisulfito, amplificación por PCR y demás análisis de las muestras se 
desarrollaron en el laboratorio del Instituto de Genética de la Universidad Nacional de 
Colombia (IGUN). 
Los padres y/o tutores legales de los participantes decidieron la participación o no de los 
niños en la investigación mediante la firma del consentimiento informado donde se 
expusieron los objetivos, los procedimientos y los riesgos del estudio. De igual forma en 
dicho documento se expone con claridad la forma en que se tratarán los datos de los 
participantes y la posibilidad de retirar a sus hijos del estudio cuando lo desearan. 
Esta investigación fue avalada por el comité de ética de la facultad de medicina de la 
Universidad Nacional de Colombia- sede Bogotá, en el acta de evaluación N°012-225-18 
del 27 de agosto de 2018. 
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3.15. Conflicto de interés 
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4. Capítulo 4: Resultados 
 
A continuación, se presentarán los resultados del presente estudio, los cuáles fueron 
analizados mediante pruebas no paramétricas para la determinación de diferencias entre 
las mediciones de los pacientes antes y después del programa de entrenamiento.  
 
4.1. Población de estudio 
 
El total de la población evaluada corresponde a nueve pacientes con Trastorno de Espectro 
Autista, con diagnósticos dentro de la clasificación CIE-10 que pertenecen al espectro: 
F840. Autismo en la niñez; F841. Autismo atípico; F845. Síndrome de Asperger; F848. 
Otros trastornos generalizados del desarrollo; F849. Trastorno generalizado del desarrollo 
no especificado (Tabla 4).  
La mediana de la edad fue de 9 años y el 100% de la muestra son del género masculino. 
La mediana del resultado en la escala CARS es de 30, lo que indica un nivel de autismo 
moderado.  
 
Participante Edad Sexo Diagnóstico CARS 
1 10 M F840 33.5 
2 7 M F849 30 
3 9 M F840 30,5 
4 7 M F840 33.5 
5 11 M F841 30.5 
6 9 M F848 35,5 
7 11 M F845 27,5 
8 11 M F845 27 
9 10 M F849 33 
Tabla 4. Caracterización de la población 
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4.2. Tiempo de reacción PRE y POS 
 
Se midieron los tiempos de reacción para los nueve participantes del estudio, antes y 
después del entrenamiento de tipo aeróbico. Los resultados se presentan en milisegundos 
(ms) (Tabla 5).  
 
Participante Tiempo de reacción 
PRE (ms) 
Tiempo de 
reacción POS (ms) 
1 355 303 
2 236 266 
3 454 334 
4 421 360 
5 267 227 
6 326 287 
7 226 255 
8 274 272 
9 350 350 
Tabla 5. Tiempos de reacción PRE y POS entrenamiento. 
 
En la tabla 5 se presentan los tiempos de reacción pre y pos de los nueve participantes, y 
se evidencia que seis de ellos disminuyeron el tiempo de reacción en el segundo momento; 
pero los participantes 2 y 7 mostraron resultados contrarios, es decir, mayor tiempo de 
reacción en el segundo momento. Por otro lado, el participante 9 no obtuvo un resultado 
diferente en el tiempo de reacción pos entrenamiento. Se encontró que el tiempo de 
reacción PRE tuvo una mediana de 326ms y el POS 287ms, estos resultados se encuentran 
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 p50 p25 p75 
TR- Pre 
entrenamiento 
326ms 267ms 355ms 
TR- Pos 
entrenamiento 
287ms 266ms 355ms 
Tabla 6. Mediana de los tiempos de reacción PRE y POS entrenamiento 
 
Al realizar un Box-Plot de los tiempos de reacción (Figura 7), se encuentra que en promedio 
hay mayor tiempo de respuesta en la medición antes de aplicar el tratamiento, sin embargo 
se encuentra que la dispersión es alta, lo que combinado con una población tan pequeña 
resulta en que la prueba de Kruskal Wallis (p=0.53, Ji-cuadrado=0.38), no muestre 
diferencias significativas entre los grupos 
 
Figura 8. Diagrama de dispersión tiempos de reacción PRE y POS 
 
Por lo anterior se considera la variable “Diferencias de tiempo de reacción” la cual resulta 
de ser la resta entre el “tiempo de respuesta POS” y el “tiempo de respuesta PRE” para 
cada paciente y se encuentra el siguiente comportamiento (Gráfica 7): 
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Figura 9. Tiempo de reacción PRE y POS para cada participante 
 
En el gráfico anterior se observa que en la mayoría de los pacientes hay una reducción en 
el tiempo de respuesta con un promedio de reducción de 28.33 ms. Sin embargo, se 
encontró que hay pacientes que tuvieron un incremento de hasta 30ms. La prueba no 
paramétrica del rango signado de Mann-Whitney-Wilcoxon indica que no hay diferencias 
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4.3. Región analizada del gen SHANK3 
 
Se utilizó la metodología BSP para evaluar la isla del gen SHANK3 donde se analizaron 13 
dinucleótidos CpG, mediante el software ESME, que asignó un número a cada una de estas 



























Tabla 7. CpG individuales evaluadas por la metodología BSP para el gen SHANK3 
 
 
4.3.1. Porcentaje de metilación del ADN en CpGs individuales en 
la región evaluada de SHANK3 por la metodología BSP 
 
Mediante la metodología BSP se evaluó la isla 2 del gen SHANK3, y se analizaron 12 
dinucleótidos CpG por medio del software ESME, el cual le asigna un número a cada CpG 
evaluada, dependiendo de la posición genómica en que se encuentre respecto a la 
secuencia de referencia. Se encontró que, aunque en general hay un patrón de 
hipermetilación, en la posición 146 los porcentajes de metilación fueron menores, tendiendo 
hacia la hipometilación, tanto en el resultado pre como en el pos, observándose 68% y 47% 
respectivamente. Para la metilación global se toma el valor del percentil 50 (p50), donde se 
encuentra que la metilación PRE es de 92% y la POS de 91%. 
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 Porcentaje de metilación   










100 95 100 100 100 89 91 96 89 47 100 93 91 
Tabla 8. Porcentajes de metilación en cada CpG PRE y POS entrenamiento 
 
Las mismas pruebas no paramétricas fueron aplicadas a cada una de las posiciones de 
metilación, donde se encuentran los siguientes resultados: 
 









diferentes a cero – 





cuadrado Valor P 
Chi 
cuadrado Valor P 
59 0.124 0.725 10 1.000 
63 0.116 0.734 16 0.799 
73 0.023 0.880 15 0.933 
84 0.205 0.650 12 0.798 
89 0.047 0.829 10 1.000 
108 4.600 0.032 8 0.086 
123 0.408 0.523 11 0.670 
128 1.358 0.244 21 0.270 
132 0.125 0.723 26 0.766 
146 2.826 0.093 2 0.136 
198 0.050 0.823 4 0.855 
207 0.735 0.391 3 0.272 
Tabla 9. Resultados de las pruebas no paramétricas usadas en el análisis de la metilación 
PRE y POS 
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En este punto, la única posición que mostró diferencias significativas fue la 108, donde 
se muestra el siguiente comportamiento: 
 




4.3.2. Tiempos de reacción PRE y POS y Metilación PRE y POS 
en cada CpG individual 
 
Se evaluaron los resultados correspondientes a la mediana del tiempo de reacción PRE 
y el tiempo de reacción POS con los resultados del porcentaje de metilación PRE y POS 
(Tabla 10). 
Se uso un modelo de regresión lineal simple donde no se evidencia que alguna de las 
posiciones tenga relación estadísticamente significativa entre la diferencia del 
porcentaje de metilación y la diferencia en el tiempo de respuesta: 
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26 -1.733 0.794 0.127 0.453 
59 -1.374 0.503 0.219 0.633 
63 -1.733 0.577 0.127 0.582 
73 -1.630 0.555 0.147 0.596 
84 -1.363 1.095 0.222 0.315 
89 -1.566 -0.372 0.161 0.721 
108 -1.380 -0.144 0.226 0.891 
123 -1.964 0.898 0.090 0.399 
128 -2.056 1.309 0.079 0.232 
132 -0.034 0.551 0.974 0.611 
146 0.011 -0.227 0.992 0.835 
198 0.278 1.089 0.799 0.356 
 
Tabla 10. Modelo de regresión lineal para evaluar la relación entre metilación y tiempos de 
reacción 
En el análisis de Splines se encuentra que los resultados no son satisfactorios, el mejor 
ajuste se produjo en la posición 89 con el siguiente comportamiento: 
 
Este gráfico indica que hay una relación no lineal la cual a medida que aumenta la 
diferencia en el porcentaje de metilación (positiva o negativa) disminuye el tiempo de 
respuesta, esta relación no es significativa dado la amplitud de las bandas de confianza. 
Figura 11. Análisis de Splines para la posición 89 
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5. Capítulo 5: Discusión 
 
El Trastorno de Espectro Autista es una alteración en el neurodesarrollo que presenta déficit 
en interacción social y comunicación, comportamientos o intereses repetitivos y de igual 
forma bajo rendimiento en tareas motoras (28)(44). La etiología de este trastorno aun es 
incierta pero se sabe que presenta fuertes bases genéticas y ambientales lo que sugiere un 
mecanismo epigenético involucrado en su desarrollo; en este sentido, no se sabe cuál gen 
es el responsable de causar el trastorno, pero se conocen varios genes que podrían 
participar y uno de los más representativos es el SHANK3 (9)(10)(38). 
Por otro lado, en los últimos años se han descrito los diferentes efectos que tiene el ejercicio 
físico y dentro de éstos se encuentran los relacionados con mejoras en tareas cognitivas y 
motoras, y recientemente las relacionadas con cambios en procesos epigenéticos, 
especialmente la metilación de ADN (32)(25)(22)(75)(86). Dichos efectos del ejercicio físico 
a nivel epigenético se han investigado en diferentes enfermedades como hipertensión 
arterial, diabetes y cáncer (estómago, mama, entre otros), pero no en TEA. 
 
En primera instancia, en este trabajo se identificó que el tiempo de reacción de los 
participantes con TEA tuvo una mediana de 326ms y 287ms en las pruebas pre y pos, 
respectivamente. Al analizar los resultados de forma global, es decir, teniendo en cuenta la 
mediana tanto pre como pos, estos coinciden con los descritos por Glazebrook, et.al., donde 
señalan que el tiempo de reacción motora de personas con diagnóstico de TEA se 
encuentra por encima de 220ms (53). Así mismo, estos tiempos de reacción también están 
acordes con lo que describen Brodeur, et.al., donde encuentran que niños con TEA 
presentan mejores tiempos de respuesta cuando hay menos distractores en la tarea (105), 
lo que podría relacionarse en el caso de este estudio dada la tarea escogida para medir el 
tiempo de reacción, la cual presenta un único estímulo donde no cambian ni la forma ni el 
color, y tampoco se debe hacer una búsqueda visual. Además, aunque los tiempos de 
respuesta se encuentran por encima de 220ms, están acordes con lo que se espera para 
este tipo de población.   
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Por otro lado, Yair et al., describen un tiempo de reacción medio de 369-357ms en niños 
diagnosticados con TEA (106), resultados que también concuerdan con los encontrados en 
este estudio. Es importante resaltar que las tareas que se describen en las investigaciones 
nombradas anteriormente, aunque también son basadas en “tiempos de reacción simples”, 
presentan otros componentes como por ejemplo distractores o tareas donde deben realizar 
diferentes elecciones a partir de los estímulos presentados. De igual forma, algunas de las 
poblaciones varían en términos de edad y diagnóstico, pues la mayoría de los participantes 
en otros estudios presentaban diagnósticos de Asperger o los presentaban como “autismo 
de alta funcionalidad”.  A pesar de esto, los datos suministrados en cuanto a tiempo de 
reacción simple permiten tener un estimado sobre lo que se espera encontrar en niños y 
niñas con TEA.  
El haber encontrado que los tiempos de reacción de los participantes de este trabajo son 
mejores que los encontrados en otros estudios podría deberse a factores como el nivel de 
autismo de los participantes y el tipo de tarea que debían desarrollar. En este sentido, los 
tiempos de reacción encontrados en este estudio podrían también relacionarse con los ya 
conocidos déficits en la anticipación de la población con TEA (107), hecho que también 
influiría en los resultados dado que se ha encontrado que hay una limitación para construir 
movimientos iniciales precisos aumentando la variabilidad en la eferencia motora (29) (30). 
Dicha alteración en la anticipación se ha relacionado con la limitación que tienen los niños 
y niñas con TEA para interpretar las intenciones de los demás y así generar 
comportamientos socialmente apropiados durante la interacción social (57). En este 
sentido, vale la pena nombrar los resultados que tuvieron los participantes de este estudio 
en uno de los ítems de la prueba CARS, “Relación con los demás”, donde se encontraron 
valores entre 1.5 y 3, que se describen como comportamientos donde el niño o niña evita 
la mirada, es excesivamente tímido, depende exclusivamente de sus padres para 
interactuar o cuando presenta actitudes distantes y ha dificultades en la interacción social. 
Dichos resultados no se presentan en este estudio ya que no hace parte de los objetivos 
planteados inicialmente, pero igualmente sería importante correlacionar en futuros estudios 
los resultados de los diferentes ítems con los valores de tiempo de reacción y metilación, 
contando con una muestra de participantes más grande.  
Respecto al cambio en el tiempo de reacción después del programa de entrenamiento de 
tipo aeróbico, al encontrarse un mejor desempeño, estos resultados coinciden con lo 
reportado en otros estudios donde también disminuye esta variable después de realizar 
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ejercicio físico aeróbico. Algunos de estos estudios son realizados con una única sesión de 
ejercicio físico como por ejemplo los de Ellemberg et al., y Egger Et al, donde para el primero 
realizaron una tarea de tiempo de reacción simple en dos grupos de niños (7 y 10 años), la 
cual fue realizada antes y después de una sesión de ejercicio físico de tipo aeróbico; dentro 
de los resultados, encontraron que hubo una diferencia significativa entre el tiempo de 
reacción simple medido antes de la sesión de ejercicio y el medido después, en los dos 
grupos (108).  Por su parte, Egger et al, también encontraron mejoras en los tiempos de 
reacción en los diferentes grupos experimentales de su estudio, el cual incluía niños de 7-
9 años; el ejercicio físico consistía en una única sesión que tenía una duración de 20 min 
(109). Ludyga et al, realizaron un protocolo de entrenamiento de ocho semanas (5 días por 
semana), para adolescentes de 12-14 años, donde encontraron una diferencia de 58.9ms 
entre los tiempos de reacción pre y post entrenamiento en el grupo que recibió el 
entrenamiento (110). Es importante tener en cuenta que para los resultados aquí mostrados 
se tomaron como resultados los correspondientes a la mediana del total de la muestra que 
se encuentran dentro del percentil 50 (p50), por tal razón los tiempos de reacción que se 
presentan son de 326ms y 287ms pre y pos respectivamente, encontrándose una diferencia 
de 39ms entre los dos resultados. Al comparar con lo reportado en el estudio de Ludyga et 
al., (110), la diferencia entre los resultados encontrada en este estudio fue menor, pero es 
importante recordar que la población participante en este estudio eran niños de menor edad 
que posiblemente han tenido menos experiencias motoras que los adolescentes de dicho 
estudio.  
Respecto a los resultados en términos de la diferencia del tiempo de reacción, aunque no 
son estadísticamente significativos, en términos de lo esperado para este estudio son 
positivos teniendo en cuenta que la población participante son niños que no habían asistido 
antes a programas de entrenamiento y además no habían realizado pruebas de tiempo de 
reacción. Esta disminución en el tiempo de reacción podría indicar un beneficio del ejercicio 
físico de tipo aeróbico en lo concerniente a dimensiones cognitivas y motoras, teniendo en 
cuenta las alteraciones que se han descrito para la población con TEA para éstas (111). De 
igual forma, es importante señalar que los estudios que han desarrollado otros autores 
plantean de forma diferente los programas de entrenamiento, por ejemplo, algunos con 
menor duración y con adolescentes, o únicamente una sesión, lo cual indicaría la necesidad 
de contar con valores de referencia para plantear un único protocolo de entrenamiento que 
pueda ser usado en otros estudios. 
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Mediante la metodología BSP se logró identificar un patrón de hipermetilación en sangre 
periférica de pacientes con TEA en la isla 2 del gen SHANK3, con una mediana de 92% y 
91% para la metilación PRE y POS, lo que coincide con lo reportado previamente por otros 
autores pero en tejido cerebral tanto para este mismo gen (11), como para otros genes 
relacionados con el TEA (72) (73) (112).  
Específicamente, en el estudio realizado por Tsang  et al, (96) se evaluó la metilación global 
del ADN de muestras de sangre periférica en personas con TEA donde encontraron un 
porcentaje de aproximadamente 70% para edades entre 2-13 años, resultado que difiere 
levemente con lo reportado en este trabajo donde para la isla 2 de SHANK3  se encuentra 
una hipermetilación con una mediana en la metilación por encima del 90% para las 
diferentes CpG que componen dicha región. La diferencia en estos resultados puede 
deberse a varios factores: primero, en el estudio nombrado analizan la metilación global del 
ADN lo cual indicaría que hay múltiples genes e islas dentro del análisis lo que en promedio 
podría mostrar un porcentaje menor de metilación; segundo, la población de estudio del 
artículo nombrado presenta gran variedad de rangos de edad y además fue un tamaño 
muestral mucho mayor; y tercero, el estudio fue realizado con población oriental (china), lo 
que podría traer consigo diferencias en términos de experiencias y el contexto en el que se 
desenvuelven, lo que efectivamente podría influir en la metilación de ADN.  
Por otro lado, este resultado en la metilación de la región evaluada en SHANK3 se 
correlaciona con lo encontrado en el estudio en tejido cerebral postmortem, de Zhu et al, 
donde reportaron un patrón de hipermetilación en diferentes regiones del cerebro, y 
específicamente en la isla 2 del gen SHANK3. En el presente estudio se utilizaron muestras 
de sangre periférica y al encontrar estas similitudes en los resultados con tejido cerebral se 
podría pensar que a pesar de la diferencia en términos de expresión diferencial en cada 
tejido, la sangre podría ser un medio para conocer de cierta forma lo que pasa en el tejido 
cerebral, tal  como lo reportaron Davies et al, donde analizaron muestras tanto de tejido 
cerebral como de sangre periférica encontrando que a pesar de la variación específica de 
tejido algunas en la metilación del ADN estas están correlacionadas entre los dos tejidos 
(113). De igual forma Walton et al, encontraron en su análisis entre tejido cerebral y de 
sangre periférica, que aunque pocos sitios CpG mostraron una correlación significativa la 
sangre sí puede llegar a ser candidata para hacer este tipo de relaciones (114).  Por otro 
lado, Ching et al (70), analizaron la metilación de SHANK3 en diferentes tipos de células 
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donde encontraron que para células ubicadas en sangre periférica había un patrón de 
metilación alto mientras que en cerebro era casi inexistente, resultados que podrían 
compararse con los encontrados en este estudio teniendo en cuenta que se usó sangre 
periférica y además se encontró un patrón de hipermetilación. Así mismo, Braun et al, en el 
2019 analizaron la metilación en diferentes tejidos (cerebro, sangre, saliva), donde 
encontraron que aunque la correlación entre saliva-cerebro fue más fuerte que sangre-
cerebro, cuando se analizaban los CpG individuales la sangre tenía mayor correlación que 
la saliva (115).  
Respecto a lo encontrado de forma individual en cada CpG, llaman la atención los 
resultados de la posición 146 (tabla 6), donde la metilación PRE fue de 68% y pos de 47%, 
pues éstos son diferentes a los encontrados en las otras posiciones donde ninguna se 
encuentra por debajo del 80% de metilación. Dichos resultados están acorde con lo 
reportado en el estudio de Wong et al (73), donde encontraron que hay una diferencia en 
los niveles de metilación en sitios CpG específicos e individuales en gemelos monocigotos 
discordantes con TEA, ya que en este estudio se encontró una CpG que está metilada 
diferencialmente respecto a las demás. De igual forma, en el Epigenome-wide association 
studie (EWAS), desarrollado por Andrews et. al (116), se encontraron diferencias en la 
metilación de CpGs específicos en muestras de sangre periférica en población con TEA y 
controles. Es importante resaltar que en estos estudios utilizaron más de 100 muestras y 
además usaron métodos de análisis diferentes que permiten analizar más de 10.000 sitios 
CpG.  
En cuanto a los cambios en la metilación de ADN en un gen, que se esperan después del 
entrenamiento de tipo aeróbico, es de resaltar que este es el primer estudio que se realiza 
con población pediátrica diagnosticada con TEA en Colombia y en el mundo, pues en la 
revisión teórica realizada no se encontró un estudio similar. En este estudio se encontró un 
patrón de hipermetilación tanto en las muestras PRE como en las POS programa de 
entrenamiento, en 11 de las posiciones CpG de la isla 2 del gen SHANK3; se encontraron 
cambios en el porcentaje de metilación en las CpG 108, 123 y 146 con una diferencia 
significativa únicamente en la posición CpG 108. Este resultado puede deberse a aspectos 
como el tiempo del programa de entrenamiento, pues éste fue durante 10 semanas dos 
días por semana, y es probable que para encontrar cambios significativos en la metilación 
del ADN en más posiciones CpG y de más significancia se requiera de un entrenamiento 
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con mayor frecuencia y duración; de igual forma, al ser un estudio piloto la cantidad de 
población posiblemente no fue suficiente para encontrar cambios significativos.  
Es de resaltar que, los estudios que han reportado cambios en metilación del ADN en 
diferentes genes se han realizado principalmente en ratones (90) (27), donde han 
encontrado que disminuye la metilación a nivel global después de la actividad física 
realizada durante varios días en genes como BDNF y en zonas específicas del cerebro 
como en el hipotálamo. En este sentido, los resultados del presente estudio no se 
correlacionarían con lo descrito en estos dos estudios ya que no hubo una diferencia 
significativa entre los resultados de la metilación PRE y POS entrenamiento a nivel de toda 
la región evaluada. De igual forma, debe tenerse en cuenta que los estudios han sido 
desarrollados con especies diferentes a la humana, por lo tanto, conociendo los resultados 
del presente estudio sería importante el replantearse variables como el tiempo de 
entrenamiento, los genes evaluados y la cantidad de población participante.  
Los resultados presentados en este estudio tampoco se correlacionan con los encontrados 
en otro estudio con ratones donde a nivel global no encontraron diferencias significativas, 
pero al analizar de forma específica sitios CpG sí encontraron un efecto significativo (25). 
Específicamente en humanos se han realizado estudios donde se mide la metilación antes 
y después de una única sesión de ejercicio (117), encontrando cambios tanto hacia la 
hipermetilación como como hacia la hipometilación en diferentes genes que cumplen roles 
en la regulación celular. Este tipo de estudios son realizados en población adulta, lo que 
podría influir también en la adaptación al ejercicio físico, teniendo en cuenta que a nivel 
fisiológico es diferente la respuesta en adultos y en niños, lo que tal vez explicaría por qué 
en este estudio no se encontraron diferencias significativas en la región de SHANK3 que se 
analizó. Por otra parte, también se han realizado estudios donde analizan la relación entre 
la cantidad de actividad física realizada por una persona (autoreporte), y su patrón de 
metilación en sangre periférica, encontrando un cambio en la metilación de algunos genes 
relacionados con cáncer de seno, reportando patrones de metilación diferenciales entre 
personas que padecen esta enfermedad y llevan o no un estilo de vida que incluye 
realización de actividad física de forma regular (118). Es importante resaltar que los 
estudios nombrados anteriormente, además de la diferencia en términos de la población 
participante, también varían los genes evaluados pues algunos de estos están relacionados 
con regulación celular o con otros tejidos como muscular. 
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Finalmente, al realizar un análisis entre una posible relación entre el tiempo de reacción y 
la metilación de ADN, no se encontró que esta fuera directamente proporcional para 
ninguna de las posiciones CpG. Este resultado podría deberse en gran medida a la cantidad 
de población dentro del presente estudio, pues la dispersión resulta alta y los datos no son 
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Mediante el software INQUISIT se midió el tiempo de reacción antes y después de 
desarrollar el programa de entrenamiento aeróbico. Se identificó una mediana de 326ms y 
287ms para el tiempo de reacción PRE y POS respectivamente. Aunque el resultado no es 
estadísticamente significativo, es importante resaltar que sí hubo un cambio en este tiempo 
de reacción lo cuál era un resultado esperado en este estudio, y podría reflejar la 
importancia de desarrollar este tipo de programas con población pediátrica con TEA en pro 
de favorecer los procesos cognitivos y motores, que a largo plazo podrían beneficiar 
cualidades como la anticipación que resulta importante para la interpretación de acciones 
de otros de forma que se generen comportamientos apropiados durante la interacción 
social. 
A partir de la metodología BSP se analizó la metilación de ADN en una región del gen 
SHANK3 que corresponde a la isla 2 la cual contiene 13 CpG; se tomaron muestras de 
sangre periférica de pacientes pediátricos diagnosticados con Trastorno de Espectro 
Autista, antes y después de un entrenamiento físico de tipo aeróbico. Se identificó un patrón 
de hipermetilación con una mediana de 91% tanto en las muestras pre y 92% en las 
muestras pos. Estos resultados, aunque no están acorde con lo esperado en el estudio, sí 
se relacionan con resultados de otros estudios donde han descrito patrones de 
hipermetilación del gen SHANK3 y de otros genes relacionados con el TEA en muestras 
tomadas tanto de sangre periférica como de tejidos cerebrales postmortem, en humanos y 
en ratones.  
Dentro de los porcentajes de metilación en las diferentes posiciones de la región analizada, 
se encontraron diferencias entre éstas, observándose diferencias tanto en las muestras pre 
como en las pos. Una de las posiciones con mayor diferencia fue la CpG 146 la cuál 
presentó unos porcentajes de 68% y 47% en pre y pos respectivamente, cuando las demás 
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posiciones presentan porcentajes por encima de 80%. 
Se encontró una diferencia significativa entre los datos PRE y POS únicamente en la CpG 
108, y a pesar de que no todas las CpG presentaron cambios estadísticamente 
significativos, sería importante investigar posteriormente si hay cambios en más islas del 
gen y también en otros genes, teniendo en cuenta la implicación de los procesos 
epigenéticos en el desarrollo del TEA. En este sentido es importante resaltar que, aunque 
la población participante en este estudio es poca respecto a estudios realizados en otros 
países, los resultados coinciden en términos del patrón de metilación lo que abriría caminos 
para iniciar a caracterizar epigenéticamente a la población colombiana.  
En el análisis entre los resultados del tiempo de reacción y la metilación de ADN antes y 
después del entrenamiento, no se encuentra un valor estadísticamente significativo. Dicho 
resultado podría deberse a la cantidad de población participante en el estudio, y también 
podría pensarse en utilizar otras variables relacionadas con el desempeño cognitivo como 
por ejemplo aquellas relacionadas con memoria, atención, entre otras. De igual forma, la 
tarea de tiempo de reacción podría reemplazarse por otra más compleja que permita 
evidenciar otros aspectos como la búsqueda visual que realizan los niños con TEA, la 
respuesta ante esta búsqueda visual, y también procesos de precisión motora los cuales 
están relacionados con la anticipación. 
Este es el primer programa de entrenamiento físico estructurado, que se desarrolla en el 
país para población pediátrica con diagnóstico de TEA, donde se evalúa un posible cambio 
en la metilación de ADN en un gen específico. En otros países se han desarrollado diversos 
programas que involucran principalmente un componente de tipo aeróbico, y utilizan 
diferentes modalidades como por ejemplo juegos, actividades acuáticas y deportivas, pero 
éstos se centran en evaluar cambios principalmente en términos de comportamiento, tareas 
cognitivas y habilidades físicas de los participantes. 
El desarrollo de este tipo de investigaciones en el país resulta importante para el 
posicionamiento de las diferentes áreas terapéuticas que se encuentran inmersas en el 
tratamiento del TEA, pues es una posibilidad de sentar las bases para fundamentar el 
quehacer de profesiones como la fisioterapia, que cuenta con diferentes métodos y técnicas 
de intervención -que han mostrado favorecer diversos procesos de desarrollo en población 
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pediátrica con TEA-,  pero aún no se conocen los mecanismos exactos por los cuales son 




Es importante que para futuros estudios se cuente con un mayor número de población, 
teniendo en cuenta que de esta forma podrían obtenerse resultados más significativos, en 
pro de caracterizar adecuadamente a los niños, niñas y adolescentes con Trastorno de 
Espectro Autista en el país, pues es poca la información que se tiene sobre esta población 
en el país.  
Es necesaria la realización de estudios de mayor dimensión, como por ejemplo GWAS y 
EWAS, donde se analicen una mayor cantidad de genes y posiciones CpG, que posibiliten 
un análisis y caracterización más completas para este tipo de población en el país, teniendo 
en cuenta que actualmente hay un gran número de niños, niñas y adolescentes 
diagnosticados con este trastorno y que en otras partes del mundo ya se cuenta con datos 
concretos que permiten tomar medidas en cuanto a los tratamientos a seguir y a lo que se 
espera encontrar tanto a nivel genético como epigenético en esta población.  
Es preciso aclarar que la conversión por bisulfito es un método ampliamente usado a pesar 
de resultar agresivo con el ADN limitando su posterior análisis y aunque el método BSP 
permite obtener resultados acerca del porcentaje de metilación, es necesario usar otros 
métodos más sensibles como por ejemplo la pirosecuenciación, que permitan realizar 
análisis más completos en términos de la metilación del ADN. Para usar dichos métodos es 
importante contar con mayor apoyo económico de forma que se puedan obtener los 
reactivos, instrumental y personal necesario.  
Es probable que otros genes diferentes al SHANK3 sí pudieran mostrar cambios 
significativos después de un entrenamiento de tipo aeróbico, para poder evidenciar dichos 
cambios, es necesario contar con una mayor cantidad de muestra y además extender la 
duración y la frecuencia del programa de entrenamiento. 
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Anexo 1. Consentimiento informado 
 
A continuación, se presenta el formato de consentimiento informado que los 
padres de los niños participantes deben firmar antes que inicie su participación 
en el proyecto. 
Universidad Nacional de Colombia- Sede Bogotá 
Facultad de Medicina 





El siguiente documento expone el objetivo y la metodología a seguir del proyecto de investigación METILACIÓN DEL 
GEN SHANK3 Y TIEMPOS DE REACCIÓN ANTES Y DESPUÉS DE UN ENTRENAMIENTO DE TIPO AERÓBICO 
EN UNA POBLACIÓN PEDIÁTRICA CON TRASTORNO DE ESPECTRO AUTISTA EN LA CIUDAD DE BOGOTÁ, 
que será llevado a cabo por la estudiante de la maestría en neurociencias de la Universidad Nacional de Colombia, 
Erika Yolanda Hernández Sandoval, identificada con cédula de ciudadanía número 1’033.839.091 de la ciudad de 
Bogotá, bajo la dirección de los docentes Karim Martina Alvis Gómez, identificada con cédula de ciudadanía número 
51.739.846 y Humberto Arboleda Granados, identificado con cédula de ciudadanía número 19’051.148. 
Está dirigido a los padres y/o acudientes de los menores de edad que harán parte de la población participante del 
estudio. 
 
El objetivo del trabajo es Analizar los efectos de un programa de entrenamiento aeróbico en la metilación de ADN en 
el gen SHANK3 y en los tiempos de reacción en una muestra de población pediátrica con diagnósticos dentro del 
Trastorno de Espectro Autista de la ciudad de Bogotá. 
 
Para llevar a cabo el proyecto se harán los siguientes procedimientos: 
 
- Diligenciamiento de historia clínica para los participantes, datos suministrados por el cuidador primario. 
- Toma de muestra de sangre periférica para posterior análisis epigenético (antes y después del entrenamiento). 
La muestra será tomada por un profesional en enfermería con experiencia con población pediátrica. 
- Realización de protocolo de entrenamiento de tipo aeróbico, donde los participantes desarrollarán actividades 
como trotar, saltar, entre otras, buscando que se alcance un porcentaje específico de la frecuencia cardiaca 
máxima. 
- Realización de una prueba de tiempo de reacción que se desarrollará frente a un computador (antes y después 
del entrenamiento). 
 
Beneficios: Su hijo/a recibirá entrenamiento aeróbico, lo cual podrá contribuir a mejoras en sus capacidades físicas y 
motoras y mejora en capacidad cardiopulmonar. A usted se le entregará un informe detallado con los resultados de 
los procedimientos realizados. 
 
Confidencialidad: Toda la información que nos proporcione sobre su hijo/a para el proyecto será de carácter 
estrictamente confidencial y será utilizado únicamente por los investigadores del proyecto y no estarán disponibles 
para otro propósito. Su hijo quedará identificado con un número y no con su nombre. Los resultados obtenidos serán 
publicados con fines netamente científicos, y se presentarán de forma que los participantes no puedan ser identificados 
por otras personas. 
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Riesgos potenciales: Los riesgos potenciales que tiene su hijo/a al participar en este estudio son mínimos. Ya que 
se realizará una toma de muestra de sangre puede haber presencia de hematomas en el lugar de la punción venosa. 
Por otro lado, dado el entrenamiento aeróbico que se llevará a cabo -mediante trote, carrera y saltos- su hijo/a puede 
presentar: signos de fatiga en el momento de la actividad, dolor muscular leve (debido a la actividad), caídas desde su 
propia altura. 
Participación voluntaria/ retiro: La participación en este estudio es completamente voluntaria. Usted está en plena 
libertad de negar la participación de su hijo o de retirar dicha participación en cualquier momento del estudio.  
 
 
Fecha: __________________________ Ciudad:_______________ 
 
Yo ___________________________________ identificado con cédula de ciudadanía número ________________de 
___________, he leído y me han explicado claramente los objetivos, procedimientos y riesgos potenciales  del estudio 
METILACIÓN DEL GEN SHANK3 Y TIEMPOS DE REACCIÓN ANTES Y DESPUÉS DE UN ENTRENAMIENTO DE 
TIPO AERÓBICO EN UNA POBLACIÓN PEDIÁTRICA CON TRASTORNO DE ESPECTRO AUTISTA EN LA CIUDAD 
DE BOGOTÁ, por lo tanto, autorizo la participación de mi hijo/a _______________________________________ 














Erika Hernández Sandoval- Investigador Principal 
C.C. 1’033’739’091 
Tel. 301 7006254 
 
_______________________________ 
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Anexo 2. Asentimiento Informado 
 
Universidad Nacional de Colombia- Sede Bogotá 
Facultad de Medicina 




Hola, mi nombre es Erika Yolanda Hernández Sandoval, y soy estudiante de la maestría en neurociencias 
de la Universidad Nacional de Colombia. Voy a hacer un trabajo para conocer acerca del efecto que pueda 
tener hacer ejercicio en tu tiempo de reacción en un juego y también en un gen. 
 
Tu participación en este estudio consistiría en proporcionar muestras de sangre (mediante una pequeña 
punción en tu brazo), hacer ejercicio mediante trote, carrera, saltos, entre otros juegos y desarrollar un juego 
en un computador para mirar tu tiempo de reacción. El entrenamiento durará tres meses. 
 
Tu participación es voluntaria, es decir, puedes decidir no participar aun cuando tus papás hayan dicho que 
sí. Es tú decisión si participas o no en el estudio. También debes saber que si en un momento dado ya no 
quieres continuar participando, no habrá ningún problema, tampoco lo habrá si no quieres responder a 
alguna pregunta. 
 
Toda la información que nos des y las mediciones que tomemos nos ayudarán para realizar adecuadamente 
el proyecto. Esta información será confidencial, es decir, no le diremos a nadie tus respuestas o resultados, 
únicamente lo sabremos las personas que formamos parte del equipo del estudio. Los resultados de las 
mediciones (no de tus respuestas) se entregarán en un informe a tus papás.  
 
Si aceptas participar, te pido el favor que pongas una X en la carita feliz. 
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Anexo 3. Formato de historia clínica 
 
El siguiente formato se diligenciará una vez los participantes hayan firmado tanto el 






1. Datos sociodemográficos 













Lugar de Procedencia EPS 
Nombre Acudiente Número de contacto 
Correo electrónico Dirección 
 
Diagnóstico médico 






























Expectativas del/los acudientes 
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3. Antecedentes Familiares 
 





5. Asistencia a terapias 
Lugar 
 
Número de terapias 
Cuáles terapias recibe 
6. Estilo de vida 






7. Resultado escala CARS 
8. Signos vitales 
FC:  FR: PA: 
9. Medidas antropométricas 
Peso: Talla: IMC: 
10. Análisis de metilación de ADN en SHANK 3 










11. Medición tiempo de reacción 
Pre- entrenamiento Fecha: 
Resultados: 
Post- entrenamiento Fecha: 
Resultados: 
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Anexo 4. CARS (Chilhood Autism Rating Scale)- Escala de valoración de 
autismo infantil 
 
Cada ítem se puntúa a lo largo de un continuum desde normal a gravemente 
anormal y/o inapropiado. 
 
1. indica que la conducta evaluada está dentro de los límites propios de la edad del 
paciente; 
2. indica una conducta medianamente anormal y/o inapropiada; 
3. moderadamente anormal; 
4. refleja una conducta severamente anormal e inapropiada. 
 
Las puntuaciones intermedias (p.ej. 2.5) se seleccionan cuando la conducta 
aparece en una posición intermedia a dos categorías. 
 
 
El rango de puntuación total puede oscilar entre 15 y 60 puntos: 
 
1. P >= 36 indica un grado de autismo severo; 
2. Entre 30 y 36 indican autismo moderado 
3. Entre 15 y 30 reflejan ausencia del síndrome autista 
(Schopler, Reichler & Renner, 1988). 
 
Normas de aplicación:  
• El test consta de 15 ítems o áreas. 
• Debe redondearse la opción que describa mejor el rendimiento de su hijo 
en esa área. 
• Si cree que la mejor descripción de su hijo está entre dos puntuaciones, 
redondee la puntuación intermedia. 
 
I. Relación con los demás 
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IV. Uso del cuerpo 
V. Uso de objetos 
 
VI. Adaptación al cambio 
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VIII. Respuesta auditiva 
 
 
IX. Gusto, olfato y uso y respuesta táctil 
 
 
X. Ansiedad y miedo 
 
XI. Comunicación verbal 
 
XII. Comunicación no verbal 
82        Metilación del gen SHANK3 y tiempos de reacción antes y después de un entrenamiento de 










XIV. Nivel y consistencia de la respuesta intelectual 
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Anexo 5. Protocolo de entrenamiento 
 
Para llevar a cabo el entrenamiento, inicialmente se deben calcular la frecuencia cardiaca 
máxima y la frecuencia cardiaca de entrenamiento. 
• La frecuencia cardiaca máxima se calculará con la ecuación 208 – (0.7 x edad) la 
cual se ha encontrado con mayor correlación para aplicar a población pediátrica. 
• La frecuencia cardiaca de entrenamiento se calculará con la ecuación: FC 
entrenamiento = [(% de intensidad de ejercicio) x (FCmax – Frep) + FC rep]. 
Teniendo en cuenta la prescripción de ejercicio, inicialmente se harán dos semanas de 
acondicionamiento donde no se trabajará a intensidades moderada a vigorosa, de forma 
que los participantes se habitúen a las actividades que se llevarán a cabo posteriormente. 
En estas dos semanas se trabajará entre el 50-65% de la FCentrenamiento y 
progresivamente se irá aumentando hasta alcanzar el 70-85% de la FCentrenamiento. 
De forma que se tenga un control sobre las sesiones realizadas se llenará siempre un 
formato donde se registrarán los valores de frecuencia cardiaca inicial, durante el 
entrenamiento, y al finalizar la sesión. 
 SEGUIMIENTO SESIONES DE ENTRENAMIENTO 
 
Nombre Fecha: ID:  





Vuelta a la calma 
10min 





FC    
Observaciones  
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En la fase de calentamiento los participantes realizarán actividades como trote suave y 
movilización articular, guiados por la fisioterapeuta.  
En la fase central se realizarán actividades como carrera, saltos, juegos de velocidad, entre 
otros, buscando que los participantes alcancen la frecuencia cardiaca máxima que se 
busca; las actividades se plantearán teniendo en cuenta las características de la población. 
En la fase de vuelta a la calma los participantes deberán realizar trote suave o caminata, y 
estiramientos activos o asistidos (según cada caso) en diferentes grupos musculares. Esto 
con el fin que se regule la frecuencia cardiaca y que las fibras musculares no sufran daño 
por la actividad. 
Para llevar a cabo las sesiones y cada una de sus fases se tendrán en cuenta diversos 
aspectos: 
• Se les pedirá asistir con ropa y calzado cómodos de modo que no tengan 
inconvenientes al momento de realizar las actividades. 
• A los participantes se les guiará y darán instrucciones claras durante las sesiones 
de entrenamiento, buscando que lleguen a la frecuencia cardiaca máxima deseada. 
• Si alguno de los participantes refiere sentirse muy cansado o fatigado se le darán 
unos minutos de recuperación y posteriormente se continuará con la sesión. 
• Las actividades se planearán y ejecutarán teniendo en cuenta las características de 
la población y de cada uno de los individuos. 
• Durante el entrenamiento, los participantes pueden hidratarse las veces que lo 
deseen. 
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Anexo 6. Extracción de ADN (QIAamp DNA Mini Blood Kit) 
 
1. Descongele la sangre a temperatura ambiente y mezcle en el vortex por 10 
minutos. 
2. Ponga 20ul de Proteinase K (PK) Solution en un tubo eppendorf de 1.5ml. 
3. Resuspenda bien la sangre y adicione 200 ul de sangre (sin coágulos) en el 
tubo que contiene Proteinase K (PK) Solution, y mezcle brevemente. 
4. Adicione 200ul de Cell Lysis Buffer (CLD) al tubo y mezcle con vortex por al 
menos 10 segundos. 
IMPORTANTE: Este paso de vortex es esencial para obtener un buen 
rendimiento. 
5. Incube a 56°C en un baño de maría por 10 minutos. 
6. Mientras la muestra de sangre está encubándose, ponga las ReliaPrep 
Binding Column dentro de un Collection Tube vacío. 
7. Saque los tubos del baño de maría. Adicione 250ul de Binding Buffer (BBA), 
tape el tubo y mezcle en vortex por 10 segundos. 
NOTA: En este paso el lisado debe ser de un color verde oscuro. 
8. Adicione el contenido del tubo a la columna ReliaPrep Binding Column, tápela 
y póngala en la microcentrífuga. 
9. Centrifugue por 1 minuto a la máxima velocidad. Asegúrese de que el lisado 
haya pasado completamente a través de la membrana de la columna. Si el 
lisado sigue en la parte superior de la membrana, centrifugue por otro minuto. 
10. Remueva el tubo colector que contiene sobrenadante y descártelo. 
11. Ponga las columnas en un nuevo tubo colector. Adicione 500ul de Column 
Wash Solution (CWD) a la columna, centrifugue por 3 minutos a la máxima 
velocidad. Descarte el sobrenadante. 
NOTA: Si la solución de lavado permanece en la membrana, centrifugue la 
columna por otro minuto. 
12.  Repita el paso 11 dos veces para un total de tres lavados. 
13. Ponga la columna en un tubo eppendor de 1.5ul nuevo. 
14. Adicione 60ul de Nuclease-Free Water a la columna. Centrifugue por 1 
minuto a máxima velocidad. 
15. Descarate la columna y guarde la elución. No reutilice las columnas ni los 
tubos colectores. 
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NOTA: El DNA extraído debe estar debidamente marcado con la tapa con el nombre 
de la muestra al costado del tubo con la fecha de extraccipn y la palabra KIT. Al 
cuantificar el DNA se debe usar como blanco Nuclease- Free Water del KIT DE 
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Anexo 7. Conversión por bisulfito (EZ DNA Methylation- Direct TM kit) 
 
Preparación de reactivos: 
- Proteína kinasa: Agregar 260µl (D5020) o 1040 µl (D5021) de proteinase k 
storage buffer al tubo que contiene Proteinase K. Disolver y almacenar a  -
20°C.  
- Reactivo de conversión de CT: Es una mezcla sólida y debe ser preparada 
antes del primer uso.  
1. Adicione 790 µl de M- Solubilization Buffer y 300 µl de M-Disolution 
Buffer al tubo del reactivo de conversión CT.  
2. Mezcle a temperatura ambiente con “vortexing” o agitación durante 
10min. 
3. Adicione 160 µl de M-Reaction Buffer y mezcle un minuto. 
- M- Wash Buffer: Adicione 24 µl de etanol al 100% al concentrado M-Wash 
Buffer de 6 µl (D5021) ANTES del uso. 
Protocolo 
- Muestra de digestión con Proteinasa K 
o Las digestiones deben realizarse en un tubo (ejm. PCR) 
o Se usa procedimiento A o B, dependiendo del número de células y/o 
tipo de tejido. 
o Las digestiones son escalables para facilitar múltiples muestras. 
o En el kit se incluyen volúmenes suficientes para aumentar el volumen 
total de digestión de Proteinas K, 5 veces. 
 
- Sección I: Digestión de la muestra con Proteinasa K 
1. A. Para muestras que contienen más de 2 x 103 células. 
 
B. Para muestras que contienen más de 1 x 105 células 
 
2. Incubar la muestra durante 20 minutos a 50°C. (Cambia respecto al 
tejido). 
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3. Si hizo el protocolo A diríjase a la sección II. Si hizo el B, mezcle el 
contenido de la reacción y luego centrifúguelo durante 5 minutos a 
10,000x g. Use 20 µl de “supernatant” para la conversión como aparece 
en la sección II. 
 
- Sección II 
1. Agregue 20 µl de la muestra del paso 3 (Sección I) a 130v de solución CT 
converssion reagent en un tubo PCR. Mezcle la muestra y luego 
centrifugue brevemente para no dejar gotas en la tapa o lados del tubo. 
(Si se usa ADN purificado, adicione 20 µl del ADN a 130 µl de CT 
converssion reagent. Si el volumen de ADN es <20 µl, compense con 
agua). 
2. Ubique el/los tubos de PCR en un termociclador y desarrolle los 
siguientes pasos: 
▪ 98°C por 8min 
▪ 64°C por 3.5horas 
▪ 4°C de almacenamiento hasta 20horas 
3. Adicione 600 µl de M-Binding Buffer dentro de un Zymo-Spin TM 
ICColum y ubique la columna en un tubo de colección. 
4. Cargue la muestra (desde el paso2) en la Zymo- SpinTM IC Column que 
contiene el M-Binding Buffer. Cierre y mezcle invirtiendo la columna 
varias veces. 
5. Centrifugar a velocidad máxima (>100,000xg) por 30 segundos. Deseche 
el flujo continuo. 
6. Agregue 100 µl M- Wash Buffer a la columna. Centrifugar a velocidad 
máxima durante 30 segundos. 
7. Agregue 200 µl de M-Desulphonation Buffer a la columna y deje reposar 
a temperatura ambiente (20-30°C) durante 15-20minutos. Después de la 
incubación, centrifugue a velocidad máxima durante 30 segundos. 
8. Agregue 200 µl de M- Wash buffer a la columna. Centrifugue a velocidad 
máxima durante 30 segundos. Agregue otros 200 µl de M-Wash Buffer y 
centrifugue 30 segundos adicionales. 
9. Coloque la columna en un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml. Agregue 10 
µl de M-Elution Buffer directamente a la matriz de la columna. 
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Anexo 8. Amplificación por PCR 
 
Purificación de productos de PCR y preparación de purificados para secuenciar 
1. En un tubo eppendorf de 1.5ml adicione 2.5µl de Acetato de Amonio (NH4Ac) 5M a 
de 25 µl de producto de PCR. 
Nota: Si se cuenta con un volumen menor de producto hacer los cálculos 
correspondientes de Acetato de Amonio 
2. Adicionar 50 µl de etanol al 1000% frío. 
Nota: Si se cuenta con un volumen menor de producto hacer los cálculos 
correspondientes del etalnol al 100%. Vortex 
3. Centrifugue por 30 minutos a 15 rpm en a centrífuga refrigerada a 4°C. 
4. Descarte el sobrenadante cuidadosamente. 
5. Adiciona 200ul de etanol al 75% frío. 
6. Centrifugue por 20 minutos a 15000rpm en la centrífuga refrigerada a 4°C. 
7. Descarte el sobrenadante cuidadosamente. 
8. Repita los pasos al 5 al 7. 
9. Lleve las muestras al SpeedVac por 5 minutos o deje los tubos abiertos hasta que 
el etanol se evapore por completo. 
10. Resuspenda en 15 µl y guarde las muestras a 4°C. 
11. Compruebe la purificación realizando un gel de agarosa a 1.5%, sembrando 3 µl del 
purificado y observe las inespecificidades y/o los dímeros de primers hayan 
desaparecido. 
Para enviar las muestras al servicio de secuenciamiento del Instituto de Genética 
(SSigMol): 
1. Ponga 4.5 µl de producto de PCR en un tubo de eppendorf de 1.5ml. 
2. Añada 0.5 µl de primer a una concentración de 10 µM. 
Nota: Se recomienda secuenciar cada muestra con el primer Forward y el Reverse.
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